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Referat: 
 
Die evolutionär konservierten morphogenen Signalwege Wnt/β-Catenin und Hedgehog (Hh) 
spielen vor allem in der Embryogenese, Zelldifferenzierung und Kanzerogenese eine große 
Rolle. Es ist bekannt, dass es zwischen Komponenten der beiden Signalkaskaden zu 
verschiedensten Wechselwirkungen und Hintergrundreaktionen in unterschiedlichsten 
Organismen und Geweben kommt. Ziel dieser Arbeit war die Aufklärung einzelner mole-
kularer, transkriptioneller Prozesse hinter diesen Kreuzreaktionen in primären Hepatozyten 
und dem Hepatozellulären Karzinom. Dafür sind die beiden Signalwege durch verschiedenste 
Einflüsse, wie dem Einsatz von siRNAs, transgenen Mausmodellen und rekombinanten 
Proteinen gegen einzelne Faktoren der Hedgehog, aber auch der Wnt/β-Catenin Kaskade in 
ihrer Genexpression verändert und die Reaktionen der Signalwegskomponenten mittels der 
quantitativen Real-Time-PCR untersucht worden. Neben dem Organismus Maus haben 
einzelne vergleichende Experimente auch auf der humanen Ebene zum Erkenntnisgewinn 
beigetragen.  
Durch die Einflussnahme auf den Hedgehog Signalweg in murinen Hepatozyten wird 
deutlich, dass die Antworten auf die einzelnen Veränderungen in den Signalkaskaden sehr 
vielschichtig und umfangreich sind. Abhängig vom induzierten bzw. reprimierten Gen, aber 
auch vom gelenkten Signalweg variieren die Genexpressionen auf unterschiedlichste, und 
zum Teil gegenläufige Weise. Ferner wird deutlich, dass es zu Unterschieden in der 
Genantwort bezüglich der verschiedenen Organismen Maus und Mensch, aber auch zu 
Variationen der Interaktionen in den diversen Gewebe bzw. Zelltypen kommt. 
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1. Einleitung 
 
1.1 Anatomischer und metabolischer Aufbau der Leber 
 
Die Geschichte der Leberforschung reicht weit über 4000 Jahre zurück. Bereits 2000 v. Chr. 
formten Babylonier eine Schafsleber aus Ton, um diese für Schicksalsfragen zu Rate zu 
ziehen. 1500 v.Chr. kam es in Ägypten zur Beschreibung des Stoffwechselorgans als Sitz für 
psychische Zustände und damit verbunden zu einer genaueren anatomischen Darlegung des 
Organes. Im 2 Jahrhundert betrat Claudius Galenus den ersten Schritt in der Hepatologie, in 
dem er die Blutversorgung und die Gallenbildung untersuchte. Paracelsius und Vesalius 
führten im 16 Jhd. die Lehre der Leber voran, in dem sie viele neue Beobachtungen 
beschrieben (Leuschner et al., 2001). 
Die Leber liegt, als das größte Stoffwechsel- und Entgiftungsorgan im vertebraten 
Verdauungstrakt, geschützt vom rechten Rippenbogen, unterhalb des Zwerchfells (Standring 
et al., 2005). Sie nimmt mit ihren 1,5 - 2 kg etwa 2 % der Körpermaße ein. Die Durchblutung 
erfolgt dabei über zwei unterschiedliche Kreisläufe. So transportiert die Leberarterie das 
sauerstoffreiche Blut vom Herzen in das Organ, um dessen Versorgung zu gewährleisten. 
Zusätzlich führt der Pfortaderkreislauf sauerstoffarmes, mit Nähr- und z.T. Giftstoffen 
angereichertes Blut aus dem Magen-Darm-Trakt, der Milz und der Bauchspeicheldrüse in die 
Leber, wo diese verstoffwechselt werden (Standring et al., 2005; Reinus, 1999). In der 
Gallengrube, auf der Unterseite des Organs, liegt die birnenförmige Gallenblase, welche den 
von der Leber produzierten Gallensaft eindickt und speichert (Standring et al., 2005). 
Makroskopisch ist die humane Leber in zwei große und zwei kleine Leberlappen unterteilt, 
die zusätzlich in acht funktionell unterschiedliche Lebersegmente gegliedert werden können. 
Mikroskopisch und morphologisch gesehen besteht das gesamte Lebergewebe aus 1-2 mm 
großen, sechseckigen Leberläppchen (Abb. 1B), auch Lobulus hepatis genannt, welche 
hauptsächlich mit Leberepithelzellen, den Hepatozyten, ausgekleidet sind (Crawford, 1999; 
Reinus, 1999). Diese, bei Mäusen meist mehrkernigen Hepatozyten, sind von der Zentralvene 
im Zentrum des Leberläppchens ausgehend strahlenförmig angeordnet (Abb. 1C) und machen 
ca. 80 - 85 % der Zellmasse aus. Dabei zeichnet sich eine gewisse Heterogenität der Zellen 
ab, was zu einer metabolischen Zonierung von verschiedenen Stoffwechselwegen führt. Das 
heißt, dass Zellen die nahe der Zentralvene liegen, welche als perizentrale Zellen (pc) benannt 
sind, andere funktionelle Aufgaben übernehmen, als jene die näher an den Portalfeldern 
liegen und somit als periportal (pp) bezeichnet werden. Auf diese funktionelle Heterogenität 
wird in einem extra Kapitel noch genauer eingegangen. Zwischen benachbarten 
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Leberläppchen liegen sogenannte Portalfelder, in denen jeweils ein Abzweig der Leberarterie, 
der Pfortader sowie ein Gallengang zusammenkommen, dies bezeichnet man dann als 
Glisson’sche Trias. In den Zwischenräumen der Hepatozyten liegen die sogenannten 
Sinusoide. Diese, mit einem fenestrieten Endothel ausgekleideten, Blutgefäße enthalten 
Makrophagen, sowie die Hepatischen Sternzellen (Geerts et al., 2001) und befördern das Blut 
der Leberaterien und der Pfortadern zu den Zentralvenen der Leberläppchen, wo dieses über 
den Körperkreislauf abtransportiert werden. Der kleine Hohlraum zwischen den Sinusoiden 
und den Hepatozyten bezeichnet man als Disse’schen Raum, dieser dient dem direkten 
Sauerstoffaustausch der Hepatozyten mit dem Blut.  
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung des Leberaufbaus. A: Makroskopischer Aufbau einer humanen Leber; B: 
Aufbau der sechseckigen Leberläppchen (Lobulus) mit der enthaltenden Zentralvene, sowie den angrenzenden 
Portalfeldern, bestehend aus Leberaterie (rot), Pfortader (blau) und Gallengang (grün); C: Verteilung der 
periportalen (pp) und perizentralen (pc) Hepatozyten im Lobulus um die Zentralvene . 
 
1.2 Funktionelle Heterogenität der Leber 
 
Die Leber ist für eine Vielzahl von Stoffwechselvorgängen verantwortlich. So synthetisiert sie 
verschiedenste Proteine, welche z.B. für das Zellwachstum und das Blut eine entscheidende 
Rolle spielen. Auch die Bildung der für die Fettverdauung so notwendigen Galle findet in der 
Leber statt, so dass man diesem inneren Organ auch die Funktion einer Drüse zuschreiben 
kann. Des Weiteren dient die Leber als Speicherorgan für verschiedenste Stoffe, wie 
Glykogen und Vitaminen. Auch die Entgiftung des Körpers mittels der Biotransformation von 
Alkohol, Medikamenten und anderen Abfall- und Giftstoffen erfolgt über die Leber. Somit 
kann man sagen, dass es sich hierbei um ein multifunktionales Körperteil handelt. Dabei ist zu 
beachten, dass es in diesem Organ, wie in Abschnitt 1.1 beschrieben, zu einer heterogenen 
Aufgabenverteilung der Funktionen kommt, was aus der besonderen Durchblutung der Leber 
herrührt. Diese metabolische Zonierung wird dadurch deutlich, dass sich die Produktion von 
unterschiedlichen Stoffwechselenzymen und funktionellen Proteinen zum Teil sehr stark 
regional im periportalen (afferenten) bzw. perizentralen (efferenten) Bereich der 
Leberläppchen aufteilen oder einen Gradienten im Lobulus bilden. Dabei wird deutlich, dass 
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gegenläufige metabolische Prozesse auch einen gegensätzlichen Verlauf zwischen pp und pc 
Zellen aufweisen können, wobei diese Vorgänge einer gewissen Dynamik unterliegen. So 
laufen in der periportalen Zone überwiegend der oxydative Energiestoffwechsel, der 
Aminosäure-Katabolismus, die Harnstoffproduktion, die Ausscheidung von Gallensäuren und 
die Gluconeogenese, sowie die Glukosebereitstellung aus dem Glykogen ab. Die Hepatozyten 
nahe der Zentralvene hingegen sind vor allem an der Glutaminproduktion, der Lipogenese 
und der Glykolyse beteiligt. Aber auch der Fremdstoffmetabolismus über die Biotrans-
formation findet in den perizentralen Zellen statt (Katz et al., 1976; Jungmann, 1985; 
Gebhardt et al., 2007). 
 
1.3 Regulation der Zonierung 
 
An der Regulation der Heterogenität in den Hepatozyten spielen viele Faktoren eine Rolle. So 
ist unter anderem die Sauerstoffversorgung der Zellen ein entscheidender Faktor. Da die 
Mitochondrien für den Energiemetabolismus vor allem in den afferenten Zellen im Portalfeld 
stärker konzentriert bzw. größer sind, ist hier auch die Aufnahme des Sauerstoffs höher als in 
der perizentralen Zone (Jungmann, 1992). Dabei verläuft die O2-Aufnahme über einen 
Gradienten, wobei dieser scheinbar für die kurzeitige und langfristige Regulation der Zonie-
rung eine Rolle zu spielen scheint (Nauck et al., 1981; Wölfle et al., 1983; Jungmann, 1992). 
Hormone, die in die Leber gelangen, werden durch ihre Passagierung ebenfalls in einem 
Gradienten verteilt und verbraucht. Da die Abbaurate während der Leberpassage zwischen 
den einzelnen Hormonen schwankt entsteht auch hier ein unterschiedliches Hormon-
verhältnis zwischen den periportalen und perizentralen Zellen (Jungmann, 1992). So weisen 
Hepatozyten im Portalfeld eine viel höhere Konzentration an Hormonen, wie Insulin, 
Glucagon und Katecholamine auf, als die Leberzellen nahe der Zentralvene (Ishida et al., 
1983; Balks & Jungmann, 1994; Jungmann, 1986; Gebhardt, 1992). 
Aber auch Signalkaskaden, besonders der morphogene Wnt/β-Catenin Signalweg, spielen in 
der Zonierung der Leber eine entschiedene Rolle (Benhamouche et al., 2006; Gebhardt et al., 
2007). Morphogene Signalwege sind vor allem an der Embryogenese, Morphogenese und der 
Organentwicklung beteiligt, wobei ihre Aktivität innerhalb dieser Prozesse stark schwanken 
kann (Cook, 1995; Tabata et al., 2004). In der pränatalen Entwicklung der Vertebraten sind 
neben dem Transforming Growth Factor-β Signalweg (TGF-β) und die Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren (FWF) vor allem der Wingless (Wnt) und der Hedgehog (Hh) Signalweg 
die bedeutendsten Morphogene (Wang & Steinbeisser, 2009). Dabei agieren diese 
Morphogene meist mittels eines Gradienten über eine relativ kurze Distanz (Ashe et al., 2006; 
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Wartlick et al., 2009). Im adulten Organismus hingegen finden diese Signalkaskaden nur im 
minimalen Umfang statt. Lediglich bei Prozessen wie der Kanzerogenese oder der 
Regeneration werden sie wieder reaktiviert (Thompson & Monga et al., 2007; Huch et al., 
2013). Allerdings haben neuere Arbeiten gezeigt, dass auch in ausgewachsenen Mäusen eine 
gewisse Basalaktivität der Kaskaden in den Hepatozyten zu verzeichnen ist (Thompson & 
Monga et al., 2007; Matz-Soja, 2014).  
 
1.4 Hedgehog Signalweg 
 
Der Hedgehog (Hh) Signalweg nimmt in der Embryogenese, der Kanzerogenese, der 
Lipogenese, sowie der Homöostase in adulten Geweben eine Schlüsselposition ein. 1995 
wurden Christiane Nüsslein-Volhard und Eric Wieschaus mit dem „Nobelpreis für Medizin 
oder Physiologie“ bezüglich ihrer Arbeit an der frühen embryonalen Entwicklung in 
Drosophila melanogaster gewürdigt. So endeckten sie, bei Untersuchungen von 
Genmutationen während der Polarisation und Segmentierung einer Drosophila-Mutante, eine 
phänotypische Veränderung, die optisch durch ihre stachelige Form an einen Igel erinnerte 
und nannten diese Abweichung Hedgehog (engl. Igel) (Nüsslein-Volhard & Wieschaus, 
1980). In späteren Studien konnte eine analoge Signalkaskade ebenfalls in vertebraten 
Organismen nachgewiesen werden. Auch hier spielt der Hh eine fundamentale Rolle in der 
embryonalen Entwicklung. So ist inzwischen bekannt, dass die Ausbildung des Neuralrohrs 
und des axialen Skelettes, sowie die Entwicklung der Gliedmaßen und der Haut die 
Anwesenheit des Signalwegs erfordern (Riddle et al., 1993; Marigo & Tabin, 1996; Bellusci 
et al., 1997). Fehlt der Hh während der Embryogenese bzw. ist dieser gestört kann es zu 
schwerwiegenden Schäden kommen. Zum Beispiel beobachtet man bei Schafen, welche in 
Kontakt mit dem Alkaloid Cyclopamin, einem natürlichen Hh Inhibitor, kommen, eine 
gehäufte Ausbildung von Holoprosenzephalie bei neugeborenen Lämmern (Chen et al., 
2002). Auch weitere Krankheitsbilder in der embryonalen Entwicklung gehen mit der Störung 
des Hh einher, z.B. das Gorlin-Syndrom, das Pallister-Hall-Syndrom, sowie das Carpenter-
Syndrom (Gorlin, 2004; Freese, 2005).  
Ist die Entwicklung abgeschlossen, nimmt die Expression der Hh Signalkaskade rapide ab 
und ist im Allgemeinen im adulten Organismus unterbunden. Neueste Studien haben jedoch 
gezeigt, dass auch im ausgewachsenen Stadium eine gewisse Hh Aktivität zu verzeichnen ist. 
Allerdings fällt die entsprechende Expressionsrate sehr viel geringer aus als während der 
Embryogenese, so dass es große Schwierigkeiten bezüglich der Nachweisbarkeit auf der 
Proteinebene gibt. Daher werden vor allem Expressionsdaten auf RNA Ebene bevorzugt 
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erhoben (van den Brink, 2007). Trotz dieser Probleme konnte eine Vielzahl von Studien in 
den letzten Jahren zeigen, dass auch der adulte Organismus über eine gewisse Hh Expression 
verfügt. So weiß man inzwischen, dass der Hh unter anderem die Homöostase des Gastro-
interstinaltraktes reguliert (van den Brink, 2007). Aber auch in den β-Zellen der Langer-
hansschen Inseln findet der Hh Signalweg statt, wo er nachweislich an der Produktion des 
Hormones Insulin beteiligt ist (Lau & Hebrok, 2010). 
Bei Vertebraten finden sich drei Homologe Hh-Liganden, die diesen Signalweg auf autokrine 
bzw. parakrine weise stimulieren. Dabei handelt es sich um Sonic Hedgehog (Shh), Indian 
Hedgehog (Ihh) und Desert Hedgehog (Dhh), wobei diese jeweils den Signalweg in 
unterschiedlichen Geweben und Zellen induzieren, jedoch sich der gleichen Signal-
transduktion bedienen (Breitling, 2007). 
Die Signalkaskade des Hedgehogs, die dieser Arbeit zu Grunde liegt, ist der des vertebraten 
Organismus, welcher sich in Teilen des in Drosophila melanogaster stattfindenden 
Mechanismus ähnelt, jedoch auch wesentliche Unterschiede aufweist. In Abbildung 2 wird 
der Hh im Säugetier grafisch dargestellt. In Abwesenheit der Hh-Liganden befindet sich der 
Signalweg in einer inaktiven Phase. Dabei hemmen die 12-spännigen transmembranen 
Rezeptorproteine Patched1 (Ptch1) und Patched2 (Ptch2) den Signaltransduktor Smoothened 
(Smo). Dieses G-gekoppelte Rezeptorprotein befindet sich im inaktiven Zustand der 
Signalkaskade in endosomalen Vesikeln im Zytosol (Denef et al., 2000). Die genauen 
molekularen Mechanismen, welche hinter dem inhibierenden Einfluss von Ptch auf Smo 
stecken sind noch nicht genauer bekannt. Neuere Theorien gehen jedoch davon aus, dass es 
durch die Anbindung eines Hh-Liganden an Ptch zu einer Konformationsänderung des 
Proteins kommt und die Interaktion mit Smo somit aufgehoben wird (Stone et al., 1996; Chen 
& Struhl, 1998). Andere Arbeiten hingegen zeigen, dass Ptch, das auch als Transportprotein 
agieren kann, als eine Oxysterol-Pumpe aktiv wird und durch den entsprechenden Transport 
von Oxysterolen sowie von Pro-Vitamin D3 eine reprimierende Wirkung auf Smo ausübt 
(Corcoran & Scott, 2006; Dwyer et al., 2007). 
Nachfolgend kann, durch den inaktiven Zustand des Hh, die Glycogensynthase-Kinase-3β 
(Gsk3β) das im Degradationskomplex enthaltene Protein Suppressor of Fused (Sufu) 
phosphorylieren (Chen et al., 2011). Sufu bindet nun den Transkriptionsfaktor Gli1 und 
verhindert somit dessen Translokation in den Kern (Paces-Fessy et al., 2004). Zusätzlich kann 
Sufu auch als sogenanntes „Shuttle-Protein“ agieren und in den Zellkern wandern, wo es zur 
Ausbildung eines Histondeacetylationskomplexes kommt und die Gli-abhängige Gen-
transkription unterbunden wird (Cheng & Bishop, 2002). Eine weitere Aufgabe des 
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Degradationskomplexes, der sich aus den Proteinen Gsk3β, Sufu und Fused zusammensetzt, 
besteht darin die Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren Gli1, 2 und 3 zu phosphorylieren und 
durch eine anschließende Ubiquitinierung Gli1 vollständig, sowie Gli2 und Gli3 in eine 
trunkierte Version proteolytisch aufzuspalten (Katoh & Katoh, 2006). Diese Repressorformen 
von Gli2 und Gli3 wandern in den Kern, wo sie dann die Transkription von Targetgenen 
unterbinden. 
Durch die Anbindung der Hh-Liganden an Ptch1 und Ptch2 wird die hemmende Wirkung auf 
Smo unterbunden, wodurch es zur Plasmamembran wandern kann. Gleichzeitig wird die 
phosporylierende Wirkung Gsk3β auf Sufu aufgehoben (Chen et al., 2011). Dies hat eine 
Degradation von Sufu zur Folge (Yue et al., 2009). Die Gli Proteine liegen nun in ihrer 
aktiven Form frei vor und können in den Nukleus wandern und die Gli-abhängige 
Transkription von Zielgenen initiieren. 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung des vertebraten Hedgehog Signalwegs. In Abwesenheit der Hh-Liganden 
inhibieren die Membranrezeptoren Ptch1 und Ptch2 das Protein Smo, wodurch es zur Ausbildung eines 
Inhibitionskomplexes aus Suppressor of Fused, Fused und GSK3β kommt, welche die Gli 
Transkriptionsfaktoren phosphoryliert und proteolytisch aufspaltet. Gli2 und Gli3 wanden nun in ihrer 
Repressorform in den Zellkern und unterbinden die Transkription der Targetgene. Durch die Anbindung der Hh-
Liganden an Ptch wird diese Repression aufgehoben und die Signalkaskade aktiviert. Die Gli 
Transkriptionsfaktoren können nun in ihrer aktiven Form in den Zellkern wandern und die Transkription der 
Zielgene anschalten. 
 
Bei diesen Targetgenen handelt es sich um Gene, die eine hohe Bandbreite an verschiedensten 
biologischen Mechanismen codieren, wie zum Beispiel CyclinD1 und CyclinD2 im 
Zellzyklus, Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 2 (Igf-2) im Zellwachstum, sowie verschiedene 
Transkriptionsfaktoren, wie Forkhead box protein F1 (Foxf1) (Kenny et al., 2000; Hahn et 
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al., 2000; Kenny et al., 2003). Auch viele signalwegseigene Komponenten werden über eine 
Rückkopplungsschleife reguliert. So sind Gli1, aber auch die Liganden Shh, Ihh und Dhh, 
direkte Zielgene der Hh Kaskade und werden in ihrer Expression positiv beeinflusst. Eine 
negative Rückkopplung hingegen erfahren unter anderem die ligandenbindenden Proteine 
Ptch1 und Ptch2 (Katoh & Katoh, 2009). 
 
1.4.1 Hedgehog Signalweg in der Leber 
 
Der Hedgehog Signalweg spielt vor allem in der embryonalen Entwicklung eine große Rolle. 
In der Ausbildung der Leber ist die Position des Hh noch nicht abschließend geklärt. Jedoch 
scheint hier Shh und dessen abhängiger Signalweg eine tragende Position zu spielen (Hirose 
et al., 2009). So wird beim Embryo im dorsalen Endoderm die Shh Aktivität induziert und 
dadurch die Leberentwicklung angeregt (Deutsch et al., 2001).  
Wenig weiß man hingegen über die Hedgehog Funktionen im adulten Stadium der Leber, da 
eine gesunde Leber nur eine sehr geringe Hh Aktivität aufweist. Einige Arbeiten haben jedoch 
gezeigt, dass die Hh Signalkaskade in verschiedensten Zelltypen dieses Stoffwechselorgans, 
unter anderem in Hepatischen Sternzellen, sowie in Cholangiozyten auch im adulten Zustand 
vorhanden sein kann (Omenetti & Diehl, 2011, Omenetti et al., 2011). In gesunden 
Hepatozyten hingegen ist das Expressionslevel des Hh Signalwegs sehr gering. Die 
Dissertation von Madlen Matz-Soja im Jahr 2013 hat allerdings bewiesen, dass auch in diesen 
Hepatozyten die Hh Kaskade auf einem geringen basalen Niveau existiert und vor allem im 
Lipidstoffwechsel aktiv ist (Matz-Soja, 2013). Kommt es jedoch zur Entartung den Zellen und 
damit zur Ausbildung eines Hepatozellulären Karzinoms (HCC), welches in Abschnitt 1.7 
noch genauer beschrieben wird, bzw. tritt der Hepatozyt in die Apoptose ein, steigt die Hh 
Aktivität signifikant an (Youngmi et al., 2010). Dies gilt auch bei regenerativen Prozessen, 
die greifen müssen, wenn die Leber zum Beispiel durch eine Fibrose oder ähnlichem 
geschädigt wird (Omenetti et al., 2011).  
 
1.5 Wnt Signalweg 
 
Der hoch konservierte Wnt Signalweg findet sich ebenfalls in der Morphogenese und der 
embryonalen Entwicklung. So ist er wichtiger Taktgeber für die Regulation des Zell-
wachstums und deren Differenzierung, sowie der Zellpolarität (Acre et al., 2006). Dabei leitet 
sich die Bezeichnung Wnt aus den beiden Namen wingless (flügellos) und int-1 ab (Cabrera et 
al., 1987). Bei Experimenten mit Drosophila melanogaster wurde in den 1970er Jahren 
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entdeckt, dass es bei Mutationen im Wg-Gen zu einem Verlust der Flügel kam, also wingless 
(Sharma & Copra, 1976). Bereits einige Jahre später erkannten Wissenschaftler im Int-1-Gen, 
der integration site, dem vertebraten Homologon zu Wg, ebenfalls Mutationen (Rijsewijk et 
al., 1987). Wenn die Genexpression von Int-1 durch das sogenannte „mouse mammary tumor 
virus“ (MMTV) induziert wird, kommt es zur Ausbildung von Brustkrebs (Nusse & Varmus, 
1982). Somit ist Int-1, heute Wnt-1 genannt, ein Protoonkogen (Nusse et al. 1994; van Ooyen 
et al., 1985). 
Die Familie der Wnt Proteine umfasst im Menschen 19 homologe Mitglieder (Logan & 
Nusse, 2004). Diese Glykoproteine besitzen eine Länge von 350-360 Aminosäuren und 
zeichnen sich durch einen hohen Anteil an Cysteinresten aus. Einige dieser konservierten 
Cysteinreste tragen Lipidmodifikationen, sogenannte Palmitoylierungen, die für die Aktivität 
der Proteine verantwortlich sind (Willert et al., 2003). Man unterscheidet drei verschiedene 
Signalkaskaden, die durch die sezernierten Wnt-Liganden angeschaltet werden können. Dies 
sind der kanonische oder auch Wnt/β-Catenin-Signalweg, der nicht-kanonische Wnt-Signal-
weg und der sogenannte PCP-Signalweg (planar cell polarity). 
Der Wnt/β-Catenin Signalweg (Abb. 3), welcher der vorliegenden Arbeit zu Grunde liegt, 
spielt in der Zelldifferenzierung und Zellproliferation eine große Rolle. Aber auch in der 
Homöostase von Organen und in pathologischen Prozessen, wie der Entstehung von Krebs, ist 
diese Kaskade aktiv. Dabei koordiniert der Wnt/β-Catenin Signalweg die Transkription der 
Zielgene durch das zentrale transkriptionsvermittelnde Protein β-Catenin. In Abwesenheit der 
Wnt-Liganden wird das zytosolische, nicht an E-Cadherin gebundene β-Catenin mit Hilfe des 
Degradationskomplexes phosphoryliert und durch die darauffolgende Ubiquitinierung vom 
26S Proteasom abgebaut (Kitagawa et al., 1999). Dieser negativ-regulierende Proteinkomplex 
besteht unter anderem aus Adenomatouse polyposis coli (Apc), Axin2 und der Gsk3β. Bei 
fehlenden Wnt-Faktoren, bindet Apc das freie zytosolische β-Catenin und transportiert es zum 
Degradationskomplex (Neufeld et al., 2000). Hier kann zunächst Gsk3β das β-Catenin am 
Threonin 41, sowie am Serin 37 und 33 phosphorylieren (Amit et al., 2002, Schwarz-Romond 
et al., 2002). Damit ist β-Catenin bereit für die Ubiquitinierung und die darauffolgende 
proteolytische Spaltung. Durch den kontinuierlichen Abbau von β-Catenin bleibt die 
Konzentration an freien β-Catenin-Molekülen im Zytosol und auch im Nukleus gering. Dies 
hat zur Folge, dass sich der Komplex aus den Transkriptionsfaktoren T-cell factor (Tcf) und 
Lymphoid enhancer factor (Lef1) im Kern mit Korepressoren, wie den C-terminalen binding 
protein (Ctbp) und Groucho (Grg) verbindet und somit die Expression von Targetgenen 
unterdrückt (Cavallo et al., 1998; Brannon et al., 1999). Zusätzlich inhibiert die Bindung von 
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Proteinen aus der Dickkopf Familie (Dkk), wie Dkk1 und Dkk3, an das Membranprotein Low-
density-lipoprotein receptor related protein (Lrp) die Signalkaskade (Bafico et al., 2001, 
Semenov et al., 2001). Weitere natürliche Repressoren für den kanonischen Wnt Signalweg 
sind die Glykoproteine der Familie der Secreted frizzled related proteins (Sfrp) und die Wnt 
inhibiorty factors (Wif). 
Durch die Bindung eines Wnt-Liganden an den transmembranen Proteinkomplex aus Frizzled 
(Fzd) und Lrp5/6 wird die Signalkaskade aktiviert (Wehrli et al., 2000). Die Proteine aus der 
Fzd-Familie gehören zu den G-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und setzen sich aus einem 
extrazellulären cysteinreichen N-Terminus, aus sieben transmembranständigen α-Helices, 
sowie einem zytoplasmatischen C-Terminus zusammen (Wang et al., 2006). Die sogenannten 
„single-pass“ Transmembranproteine Lrp5/6 spielen in der Signalkaskade eine entscheide 
Rolle. Nach der Bindung der Wnt-Faktoren kommt es zur Phosphorylierung der Ko-
rezeptoren Lrp5/6, die als direkte Bindestelle für das zytosolische Axin dient (Tamai et al., 
2004). Diese Phosphorylierung von Serin und Threonin, des sogenannten PPPS/TP Motivs, 
wird durch Gsk3β induziert und führt zur Instabilität des Degradationskomplexes (Nusse, 
2005; Zeng et al., 2005). Fehlt dieser Degradationskomplex kann β-Catenin nicht mehr 
phosphoryliert und abgebaut werden. Dadurch kommt es zu einer Akkumulation des             
β-Catenins im Zytosol und zu einer Verlagerung dessen in den Zellkern. Hier bindet das 
Armadillo-Motiv des β-Catenins an die N-terminale Domäne der Transkriptionsfaktoren 
Tcf/Lef und induziert die signalwegsabhängige Expression der Targetgene (Behrens et al., 
1996). 
Es sind bereits viele Gene bekannt, die eine Tcf/Lef Konsensussequenz in ihrem Promotor 
besitzen. So gibt es Transkriptions- und Wachstumsfaktoren, sowie Proteine die für den 
Zellzyklus eine essentielle Rolle spielen, wie z.B. das CyclinD1 (Ccnd1) (Shutman et al., 
1999). Auch die Expression des Gens Myc, welches das Protein c-Myc codiert, wird durch 
den kanonischen Wnt Signalweg initiiert. Des Weiteren sind einige Gene des Signalwegs, wie 
Axin2, Sfrp1 und Dkk1 selbst Zielgene von Wnt, was zu einer Rückkopplungsschleife führt 
(Jho et al., 2002; Niida et al., 2004). Aber auch der Hh-Ligand Ihh gilt als direktes Targetgen 
der kanonischen Wnt Signalkaskade (Später et al., 2006; Mak et al., 2006). 
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Abb. 3: Schematische Darstellung des vertebraten Wnt/β-Catenin Signalwegs. In Abwesenheit der Wnt-
Liganden wirken verschiedene Inhibitoren auf den Komplex aus Lrp und Fzd ein, wodurch es zur Ausbildung 
eines Inhibitionskomplexes aus Apc, Gsk3β und Axin2 kommt, welcher das transkriptionsvermittelnde Protein 
β-Catenin bindet, phosphoryliert und es proteolytisch aufspaltet. Dadurch kann keine Expression der Targetgene 
stattfinden. Binden Wnt-Liganden an Fzd wird Axin2 an Lrp gebunden und der Inhibierungskomplex unter-
drückt. Dadurch kann β-Catenin im Zytosol akkumulieren, in den Kern wandern und sich mit Tcf/Lef verbinden 
um die Expression von Zielgenen zu aktivieren. 
 
1.5.1 Wnt/β-Catenin Signalweg in der Leber  
 
Der Wnt/β-Catenin Signalweg ist für die Leber ein wichtiger Regulator. Derzeit sind in der 
Leber bereits 11 der 19 bekannten Wnt-Liganden, sowie 9 Rezeptoren aus der Fzd Familie 
identifiziert worden (Thompson & Monga et al., 2007). Die Signalkaskade katalysiert 
verschiedenste Prozesse im Organ und ist während der gesamten Lebensdauer mehr oder 
weniger aktiv. Bereits während der Morphogenese greift er ins Geschehen ein. So findet im 
murinen pränatalen Lebergewebe bereits ab dem 10 Entwicklungstag eine hohe Expression 
von β-Catenin statt (Thompson & Monga et al., 2007). Auch während der biliären 
Spezifizierung in der Morphogenese spielt β-Catenin eine Rolle. Monga et al. haben 
bewiesen, dass der Verlust von β-Catenin zu einem Ausbleiben der Gallezellen führen kann 
(Monga et al., 2003). Im postnatalen Leberwachstum hingegen verursacht eine Inhibition der 
β-Catenin Expression eine verminderte Organgröße, sowie ein herabsetzten des CyclinD1- 
Levels (Thompson & Monga et al., 2007).  
Auch im adulten Stadium der Leber ist der Wnt/β-Catenin Signalweg aktiv. Im Jahre 2006 
beschrieb die Arbeitsgruppe um Benhamouche, dass die periportale Expression von Apc die 
treibende Kraft in der Zonierung der Leber ist und dort zu einer Verringerung von β-Catenin 
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führt. Wohingegen in perizentralen Regionen keine Apc Aktivität nachweisbar ist, dem 
gegenüber aber eine erhöhte β-Catenin abhängige Produktion steht (Benhamouche et al., 
2006). Ausschließlich in diesen β-Catenin positiven Zellen findet die Expression der 
Glutaminsynthetase (GS) statt (Gebhardt & Mecke, 1983; Gebhardt & Hovhannisyan, 2010). 
Kommt es zur Ausbildung einer Fibrose, zum Bespiel durch eine virale Infektion oder einer 
Nicht-alkoholischen Fettleber, dann erhöhen die Hepatischen Sternzellen die Genexpression 
des Nicht-kanonischen Wnt Signalwegs (Jiang et al., 2006). Anhand von durchgeführten 
partiellen Leberresektion an Ratten, konnte gezeigt werden, dass in der Organregeneration 
neben dem erhöhten HGF (Hepatic growth factor) Signalweg auch ein Anstieg des β-Catenin 
Proteins sowie dessen Targetgenen Ccnnd1, für das Protein CyclinD1, und Myc stattfindet 
(Michalopoulos et al., 1997; Pediaditakis et al., 2001; Sohdi et al., 2005). 
Die Entstehung von Leberkarzinomen geht oft mit erhöhter Wnt/β-Catenin Signalwegs-
aktivität einher. So weisen Tumore des Hepatoblastoms, welche vor allem Kinder bis zu 10 
Jahren befallen, häufig eine Mutation in diversen Genen des Wnt Signalwegs, wie zum 
Beispiel in Apc, Ctnnb1 und Axin, auf (Oda et al., 1996; Koch et al.. 1999; Tanigushi et al., 
2002). Aber auch bestimmte Arten des Cholangiokarzinoms sind von diesen Genver-
änderungen betroffen (Sugimachi et al., 2001; Rashid, 2002). Das Hepatozelluläre Karzinom 
zeigt ebenfalls expressionelle Anomalien einzelner Gene, welche in Abschnitt 1.7 genauer 
dargelegt sind.  
 
1.6 Interaktionen zwischen Hedgehog und Wnt/β-Catenin Signalweg 
 
Es ist allgemein bekannt, dass zwischen verschiedensten Signalwegen, auch unter den 
Morphogenen, ein reger Austausch auf unterschiedlichsten Ebenen erfolgt. So kann es 
zwischen Signalkaskaden zu Interaktionen, sogenannten „Crosstalks“, aber auch zu 
hintergründigen Schleifen, „Feedback-Loops“, kommen. Dass es eine Verbindung zwischen 
den beiden Signalwegen Hedgehog und Wnt/β-Catenin gibt, wurde schon früh erkannt und 
untersucht. So beschrieben Münsterberg et al. bereits 1995 ihre Entdeckung von einem 
kombinierten Signalweg zwischen Hedgehog und Wnt, welcher die pyogene Genexpression 
des Basic Helix-Loop-Helix in der Morphogenese induziert (Münsterberg et al., 1995). Vier 
Jahre später wurde der Zusammenhang des gemeinsamen Ubiquitinierungskomplexes zur 
Degradation der signalwegsabhängigen Kernproteine, Gli bzw. β-Catenin beschrieben. So 
findet sich in beiden Zerstörungskomplexen der Kaskaden das Protein Gsk3β, dass die 
Degradation der Transkriptionsfaktoren mittels einer initialen Phosphorylierung einleitet und 
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damit die anschließende Ubiquitinierung über eine proteolytische Spaltung auslöst (Maniatis, 
1999). 
Vor allem in der Embryogenese und der Kanzerogenese zeigen sich viele unterschiedliche 
Einflüsse der beiden Kaskaden untereinander. Während der Morphogenese reguliert die 
Interaktion zwischen Shh und Wnt7b die Zahnentwicklung im Säuger durch die Ausbildung 
einer ektodermalen Abgrenzung (Sarkar et al., 2000). Bereits einige Jahre zuvor konnte in 
Drosophila melanogaster die Notwendigkeit der Signalwegsinteraktionen zwischen Hh und 
Wnt in der ektodermalen Segmentation nachgewiesen werden. 
Verschiedene menschliche Tumore unterliegen einem Hedgehog Signal, so auch das 
Basalzellkarzinom (BCC) in der Haut. Tritt in den Epithelzellen eine abnorme Hh Aktivität 
auf, so kommt es zur Ausbildung von BCC Zellen. Diese Tumorzellen können nun den 
kanonischen Wnt Signalweg induzieren und somit die Entartung der Zellen vorantreiben und 
das Tumorwachstum erhöhen (Roop & Tofgård, 2008; Yang et al., 2008). Positive 
Verbindungen zwischen Hedgehog und Wnt treten zum Beispiel in der Expression von Wnt8 
auf, welches ein potentielles Targetgen von Gli2 in der maginalen Zone in der 
Embryoentwicklung ist (Mullor et al., 2001). Auch Gli1 spielt in der Regulation von diversen 
Wnt-Liganden eine entscheidende Rolle. So kann durch die Rekrutierung des Wnt/β-Catenin 
Signalwegs über Gli1 die Zellproliferation im Kolonkarzinom inhibiert werden (Akiyoshi et 
al., 2006). Negativ beeinflusst wird der Wnt Signalweg durch seinen Inhibitor Sfrp1, welches 
ein direktes Targetgen vom Hedgehog ist (He et al., 2006; Katoh & Katoh, 2006). Ihh 
hingegen fungiert in der Zelldifferenzierung des Darmepithels als Antagonist für die Wnt 
Kaskade (van den Brink et al., 2004). Ebenso beim Magenkrebs agieren die beiden 
Morphogene miteinander, wobei eine antagonistische Wirkung des Wnt/β-Catenin 
Signalwegs auf den Hh zu erkennen ist. Eine durchgeführte Gli1 Überexpression in einer 
entsprechenden Zelllinie reduzierte die Konzentration an β-Catenin im Nukleus (Yanai et al., 
2007). Weitere negative Rückkopplungen wurde 2007 veröffentlicht. Zum einen zeigte sich, 
dass die inaktive Hh Kaskade über die Repressorform des Gli3 eine inhibitorische Wirkung 
auf den Kanonischen Wnt Signalweg ausübt (Ulloa et al., 2007). Im Gegenteil dazu 
verdeutlichte die dorsale Gli3 Expression eine aktivierende Wirkung auf die β-Catenin 
abhängige Genregulation (Alvarez-Medina et al., 2007).  
Besondere Aufmerksamkeit zieht der Inhibitor des Hh Signalwegs Sufu auf sich. Mehrere 
Arbeiten zeigen seine reprimierende Wirkung in verschiedensten Geweben auf den Wnt/β-
Catenin Signalweg während der Kanzerogenese. So belegen Experimente an Kolonkarzinom-
zellen eine neue Art der „Shuttle“ - Funktion von Sufu, bei der das Protein, wie beim 
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Hedgehog Signalweg in den Nukleus wandert, wo es β-Catenin bindet und aus dem Kern 
heraus transportiert und somit die β-Catenin abhängige Transkription von Targetgenen 
reprimiert (Meng et al., 2001). In malignen Medulloblastom Zellen inhibiert Sufu beide 
Signalkaskaden, durch die Repression von Gli und β-Catenin, gleichermaßen (Taylor et al., 
2004). Diese duale Rolle des Proteins Sufu lässt sich ebenfalls in der Morphogenese 
beobachten. In der pränatalen Entwicklung von Xenopus reguliert Sufu über eine Kaskade 
von fehlendem Gli1 und einer anschließenden negativen Regulation des Kanonischen Wnt 
Signalwegs die Entwicklung des Nervensystems im Organismus (Min et al., 2011). Jedoch 
steht die Forschung über dieses wichtige Regulationsprotein noch am Anfang und muss noch 
weiter voran getrieben werden. 
 
1.7 Hepatozelluläres Karzinom 
 
Beim Hepatozellulären Karzinom, Carcinoma hepatocellulare (HCC), handelt es sich um 
einen hochmalignen Tumor aus entarteten Hepatozyten, der mit mehr als einer Millionen 
Neuerkrankungen pro Jahr zu einem der häufigsten Krebsarten weltweit zählt (Blum, 1995; 
Bosch et al., 1999). Als Ursache gelten chronische Hepatitis B und C Infektionen, 
Leberzirrhose und das Einwirken von Kofaktoren, wie Alkoholabusus oder eine AflatoxinB-
Exposition (Blum, 1995). 60 % aller Neuerkrankungen fußen auf der Leberzirrhose. Dabei 
scheinen die Männer häufiger betroffen zu sein als Frauen (Okuda, 1992).  
Genetische Veränderungen in den Signalkaskaden der Hepatozyten treten häufig bei Patienten 
mit HCC auf. So ist zwar eine MYC Mutation bei humanen HCC selten diagnostiziert, jedoch 
eine veränderte Amplifikation von CyclinD und der daraus resultierenden erhöhten E2F 
Aktivität kann bei mehr als 30 % der Patienten beobachtet werden (Nagai et al., 1997; Ozturk, 
1999). Dabei wird deutlich, dass APC, welches eine große Rolle im Kolonkarzinom spielt, 
nur selten beim HCC Mutationen aufweist. Dagegen treten bei 20 % der Patienten mit HCC 
Veränderungen im β-Catenin auf. Hierbei kann die Einnahme des Barbiturates Phenobarbital 
eine Tumorausbildung begünstigen, da dieses im β-Catenin eine Genveränderung auslöst und 
somit die Wnt/β-Catenin Kaskade induziert (Schwarz et al., 2001). Ferner scheint dass für die 
Wachstumshemmung und Apoptose der Hepatozyten notwendige TGF-ß System ebenfalls an 
der HCC Bildung beteiligt zu sein (Ozturk, 1999). 30 % der humanen Tumore weisen zudem 
veränderte Strukturen in der Familie der Ras Proteine, wie dem Harvey-Ras (Ha-Ras), auf, 
wodurch es zu einer Unterbrechung der entsprechenden Signaltransduktion kommt (Barbacid, 
1987; Tada et al., 1990). Auch erhöhten Expressionen von Wachstumsfaktoren, wie Insulin-
like growth factor II (IGFII) und Hepatocyte growth factor (HGF), könnten bei diesen 
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malignen Tumoren eine Schlüsselrolle einnehmen, wobei HGF die HCC Entwicklung zu 
hemmen scheint (Santoni-Rugiu et al., 1996). Überraschenderweise kommt es bei einer 
Zunahme von IGFII und TGFα zum Anstieg des Ras Signalwegs (Thorgeirsson & Grisham, 
2002). 
Dem Hedgehog Signalweg wird ebenfalls eine Rolle im Hepatozellulären Karzinom 
zugeschrieben. So sind in HCC Resektionspräparaten erhöhte Aktivitäten der Signalkaskade 
gefunden worden (Sicklick et al., 2006). Hingegen kann durch den Einsatz von Cyclopamin, 
welcher eine gerichtete Verminderung des Hedgehogs bedeutet, eine Verringerung des 
Zellwachstums der entarteten Zellen beobachtet werden (Cheng et al., 2008).  
1982 konnten Nakabayshi und Sato das erste Mal aus einem Hepatozellulären Karzinom eines 
57-jährigen Mannes eine stabile Zelllinie etablieren und nannten diese Huh7 (Nakabayshi & 
Sato, 1982). Die sogenannten HepG2 Zellen hingegen stammen aus einem Patienten mit 
einem Hepatoblastom und wird häufiges als Zellmodell für das HCC eingesetzt, obwohl es 
sich hierbei nicht direkt um ein Hepatozelluläres Karzinom handelt (Knowels et al., 1980).  
 
1.8 RNA-Interferenz (RNAi) mittels kommerzieller siRNA 
 
Das Prinzip der RNA-Interferenz (RNAi) erlaubt durch eine gezielte Verringerung der 
Expression einzelner Gene die Aufklärung der entsprechenden Genfunktionen. In der Natur, 
z.B. bei Nematoden und Insekten, findet dieses Verfahren vor allem zur antiviralen Abwehr 
statt. Diese sequenzspezifische Inaktivierung der Transkription wurde zum ersten Mal im 
Jahre 1998 beschrieben, bei dem durch die Injektion doppelsträngiger RNA in Caenorhabditis 
elegans eine spezifische Degradation der sequenzkomplementären mRNA ausgelöst und 
dadurch eine posttranskiptionelle Genblockade eingeleitet wurde (Fire et al., 1998). Bereits 
drei Jahre später zeigten Elbashir et al., dass durch den Einsatz von small interfering RNA 
(siRNA) eine Geninaktivierung auch in Mammalia möglich ist (Elbashir et al., 2001).  
Bei den kommerziell hergestellten siRNAs handelt es sich um 20-25 Nukleotide umfassende, 
komplementäre RNA-Moleküle, welche sich durch ein phosphoryliertes 5’-Ende, einer 
doppelsträngigen Region, sowie einem aus zwei bis drei ungepaarten Nukleotiden bestehen-
den Überhang am 3’-Ende auszeichnen. Unter Zuhilfenahme eines Transfektionsagenzes wird 
die siRNA in die Zelle eingebracht und zunächst an den Multienzymkomplex RISC (RNA 
induced silencing complex) gebunden (Bernstein et al., 2001). Durch die im Komplex 
enthaltende Endonuklease Argonaut2 wird unter ATP-Verbrauch der „Sense-Strangs“ der 
siRNA zerstört. Nun kann der zurückgebliebene „Antisense-Strang“ komplementär an die 
mRNA binden. Dies ist das Signal für eine weitere RISC-Endonuklease-Untereinheit, dem 
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Silencer, die gebundene mRNA zu schneiden. Die entstandenen Bruchstücke werden 
anschließend ins Zytoplasma abgegeben, wo diese von zelleigenen RNasen weiter degradiert 
werden (Hannon, 2002). Der durch den „Antisense-Strang“ aktivierte RISC-Komplex kann 
nun mehrere Spaltungszyklen durchlaufen und somit eine optimale Inaktivierung ausführen 
(Hutvagner & Zamore, 2002). Sämtliche Prozesse laufen im Zytosol ab (Abb.4). 
 
Abb. 4: Schematische Darstellung einer siRNA vermittelten Geninaktivierung durch kommerziell er-
worbene siRNAs. (modifiziert nach den Herstellerangaben von INTERFERinTM Easy Forward siRNA 
Transfection – Peqlab, Erlangen). Die Transfizierte siRNA wird durch den RISC-Komplex im Zytosol 
gebunden und unter ATP Verbrauch in den Antisense-Strang aufgespalten, welcher sich an die mRNA anlagert. 
Die Endonuklease Untereinheit „Silencer“ des RISC-Komplexes schneidet nun die gebundene mRNA und 
unterdrückt somit die Expression des entsprechenden Gens. 
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2. Zielstellung 
 
Durch voran gegangene Arbeiten ist bereits bekannt, dass die Signalwege Hedgehog und 
Wnt/β-Catenin, obwohl es sich hierbei um morphogene Kaskaden handelt, in der adulten 
Leber aktiv sind. Die Arbeitsgruppe um Monga et al. hat bewiesen, dass der kanonische Wnt 
Signalweg nicht nur in verschiedenen Entwicklungs- und Krebsstadien des Stoffwechsel-
organs, sondern auch in gesunden Hepatozyten zu finden ist (Thompson & Monga et al., 
2007). Des Weiteren zeigt die Dissertation von Dr. Matz-Soja, dass der Hedgehog Signalweg 
in der Leber und vor allem auch in primären adulten Maushepatozyten existiert und auf 
verschiedene Weise stimuliert werden kann (Matz-Soja, 2013, Matz-Soja et al., 2014).  
Ziel dieser Arbeit war es nun mögliche transkriptionellen Interaktionen dieser beiden 
morphogenen Signalwege, welche vor allem für kanzerogene und embryonale Gewebe 
beschrieben wurden, auf den adulten Organismus und explizit auf primäre Hepatozyten der 
Leber, sowie dem Hepatozellulären Karzinom zu übertragen. Um eventuelle Wechsel-
wirkungen zwischen den beiden Signalkaskaden zu ergründen erfuhren die Zellen auf 
verschiedenste Weise eine experimentelle Beeinflussung bezüglich dieser Signalwege. So 
konnte zum einen durch den gezielten siRNA Knockdown, welcher in Abschnitt 1.8 
beschrieben ist, in murinen sowie humanen Hepatozyten die Expression einzelner Gene des 
jeweiligen Signalwegs blockiert und die daraus resultierenden Reaktionen im jeweils anderen 
Signalweg verfolgt werden. Diese Ergebnisse dienten anschließend teilweise als Grundlage 
für vergleichende mathematische Modellierungen des Systems. Zusätzlich sollten die 
gewonnen Daten mit Expressionsmessungen an Hepatozyten von bereits vorhandenen 
transgenen Mäusen, die einen gezielten Knockout für den einen bzw. anderen Signalweg 
besaßen, verglichen werden.  
Nachfolgende expressionelle Versuche an murinen Tumoren, sowie an humanen tumorösen 
Zelllinien, wie Huh7 und HepG2, erlaubten den Vergleich möglicher Gemeinsamkeiten und 
Unterschiede in den morphogenen Signalwegen und dessen Interaktionen zwischen Tumoren 
und primären Hepatozyten. Zusätzlich sollten die erhobenen Daten Aufschluss auf die 
Übertragbarkeit von murinen auf humane Ergebnisse liefern.  
Ein besonderer Fokus dieser Arbeit lag zusätzlich auf dem Gen Suppressor of Fused und 
dessen Rolle in der Regulation möglicher transkriptioneller Interaktionen zwischen den 
morphogenen Signalwegen, da bereits mehrere Arbeiten eine direkte Beeinflussung explizit 
von Sufu auf den Wnt/β-Catenin Signalweg in diversen Systemen nachweisen konnten (Meng 
et al., 2001; Taylor et al., 2004; Min et al. 2011). 
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3. Materialien und Chemikalien 
 
3.1 Geräte 
Autoklav V150 – Systec, Wettenberg; Brutschrank – Heracell, Oserode; Elektrophorese 
Kammer „MupidEx“ – Eurogentech, Seraing (Belgien); Feinwaage „BP615“ – Sartorius, 
Göttingen; Heraeus Biofuge „pico“ – Thermo Fisher Scientific Inc., Waltam (USA); Heraeus 
Biofuge „fresco“ – Thermo Fisher Scientific Inc., Waltam (USA); Leica5000B Mikroskop – 
Leica, Wezla; LeicaDM IRBE Mikroskop – Leica, Wezla, LightCycler® 2.0 – Roche, 
Mannheim; Mastercycler „personal“ – Eppendorf, Hamburg; Microplate Luminometer 
„LB96V“ – Berthold, Bad Wildbad; Microplate Luminometer „Orion II“ – Berthold Detection 
Systems, Huntsville (USA); pH-Meter – Knick, Berlin; Pipettboy – IBS, Radolfzell; PCR-
Cycler „96HPC Gradient peqSTAR“ – Peqlab, Erlangen; RotorGene 6000 – Qiagen, Hilden; 
Schüttler „Polymax 1040“ – Heidolph, Schwabach; Spannungsquelle „PowerPac 1000“ – 
Biorad, München; Spectramax M5 (Turnable Mircoplate Reader) – Molecular Devices, 
Sunnyvale (USA); Spektrometer ND-1000 – NanoDrop Technologies, Wilmington (USA); 
Steril Werkbank (Vertikalstrom) – Heracell, Osterode; Transilluminator – Biostep, Jansdorf; 
Thermomixer „Comfort“ – Eppendorf, Hamburg; Veramax (Turnable Mircoplate Reader) – 
Molecular Devices, Sunnyvale (USA); Vortexer „Reax 2000“ – Heidolph, Schwabach; 
Wasserbad – Memmett, Schwabach; Zentrifuge: Avanti – Beckmann, Krefeld; Zentrifuge 
„Sigma 3K30“ – Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode; Zentrifuge 5415D – Eppendorf, 
Hamburg  
 
3.2 Software 
 
Quantitative Echtzeit – PCR: 
- RotorGene Q 2.1.0.9. Software – Qiagen, Hilden 
- REST 2009 – Qiagen, Hilden 
- LightCycler® Software – Roche, Mannheim 
Luminometer: 
- SpectraMax® Pro – Molecular Devices, Sunnyvale (USA) 
- EG&G Berthold WinGlow – Berthold Detection Systems, Huntsville (USA) 
Statistik: 
- GraphPad Prism4 – GraphPad Software, Inc., La Jolla (USA) 
Bilddokumentation: 
- Argus X1 V.3 – BIOTEC-FISCHER GmbH, Reiskirchen 
- Meta Imaging Series 7.7 – Leica, Wezla 
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Web – Tools: 
- NCBI PrimerBlast – http://www.ncbi.nlm.nih.gov//tools/primer-blast/ 
- NCBI PubMed – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 
- Ensembl Genome Browser – http://www.ensembl.org/ 
- Primer3 Input (Version 0.4.0) – http://frodo.wi.mit.edu/ 
 
3.3 Verbrauchmaterialien 
Accutase – PAA, Pasching (Österreich); Deckgläschen – Roth, Karlsruhe; Einmalhandschuh 
Nitril – Sänger GmbH, Schrotzberg; Einwegpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml – Cellstar, 
Coppel; Kulturmedium „WilliamsE -Medium“ – Lonza, Basel (Schweiz); Kulturmedium 
„DMEM“ – PAA, Pasching (Österreich); Kryoröhrchen 3,3 ml – TPP, Trasadingen 
(Schweiz); LightCycler Kapillare (20 µl) – Roche, Mannheim; Nuclease Free Water – Qiagen, 
Hilden; Objektträger – Thermo Fisher Scientific Inc., Waltam (USA); Parafilm „Laboratory 
Film M“ – Pechiney Plastic Packaging, Chicago (USA); PCR Soft Tubes (0,2 ml, farblos) – 
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf; Petrischale 92 x 16 mm – Sarstadt, Nürnberg; 
Pipettenspitzen 1-10 µl, 2-40 µl, 10-100 µl, 10-200 µl, 100-1000 µl – VWR, Darmstadt; 
Reaktionsgefäße 0,5 & 1,5 ml – Sarstedt, Nürnberg; RNase Away – Roth, Karlsruhe; Strip 
Tubes (0,1 ml) – Qiagen, Hilden; Ultrazentrifugenröhrchen 30 ml – Beckmann, München; 
Zellkulturflaschen 75 cm2 – TPP, Trasadingen (Schweiz); Zellkulturröhrchen 15 und 50 ml – 
TPP, Trasadingen (Schweiz); Zellkulturtestplatten 12 well – TPP; Trasadingen (Schweiz); 
100bp DNA Ladder Ready to Load – Solis BioDyne, Tartu (Estland); 96 well Platten (klar) – 
Greiner BioOne, Frichenhausen 
 
3.4 Chemikalien 
 
Sigma - Aldrich, München:  
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT); Agarose; Ammonium-
acetat; Brom-Phenol-Blau; Coomassie Brilliant Blue G-250; Cyclopamin; Dexamethason; 
Isoprpyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG); L-Glutamin; Manganchlorid; MOPS; Para-
Fluoramphetamin (PFA); Penicillin; Rubidiumchlorid; Streptomycin; Wasserstoffperoxid 
 
Roth, Karlsruhe: 
Ampicillin; Bromo-chloro-indolyl-beta-D-galactopyronosydase (X-Gal); Calciumchlorid; 
Chlorophorm; Dikaliumhydrogenphosphat; Dimethylsufoxid (DMSO); Eisessig; Ethanol 
(Molekularbiologie); Ethidiumbromidlösung; Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA); 
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Glycerin; Glycin; Harnstoff; Hepes; Isopropanol; Kaliumacetat; Kaliumchlorid; 
Kaliumhydrogenphosphat; Kaliumhydroxid; Magnesiumchlorid Hexahydrat ; Magnesium-
sulfat Hepahydrat; Mecaptoethanol; Natriumacetat; Natriumchlorid; Natriumhydroxyd; 
Phenol; Roti®Phenol/Chloroform; Salzsäure 
 
Serva, Heidelberg: 
Agarose, Bakterien Agar; Bovine Serum Albumin 
 
J.T. Baker, Deventer (Niederlande): 
Ethanol; Methanol 
 
PJK GmbH; Kleinblittersdorf 
Coelenterazin 
 
Medium MP Biomedicals; Illkirch (Frankreich): 
Molecular Biology CertifedTM Bacterial Growth Media (LB – Medium) 
 
3.5 Lösungen und Medien 
 
Medien zur Zellkultivierung 
Absetzmedium (für Primäre Hepatozyten) 
500 ml Williams E 
  50 ml FKS 
    5 ml Glutamin (200 mM) 
 2,5 ml Penicillin/Streptomycin 
 0,5 ml Dexamethason (0,1 mM) 
 
Kulturmedium (für Primäre Hepatozyten) 
500 ml Williams E 
      5 ml Glutamin (200 mM) 
             2,5 ml Penicillin/Streptomycin 
                         0,5 ml Dexamethason (0,1 mM) 
 
Absetzmedium und Kulturmedium (für Zelllinien) 
  500 ml DMEM („low glucose“) 
     50 ml FKS 
       5 ml Glutamin (200 mM) 
     2,5 ml Penicillin/Streptomycin 
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Medien und Puffer  
 
LB- Medium 30 g LB- Medium (25 Pellets verwenden) 
   è add.1000 ml mit ddH2O 
   Zugabe von Ampicillin (100 µg/ml ) 
 
LA- Platten 30 g LB- Medium (25 Pellets) 
   15 g Agar 
   è add.1000 ml mit ddH2O 
   Zugabe von Ampicillin/Kanamycin (100 µg/ml )  
 
IPTG  20 mg/ml IPTG in ddH2O 
 
X- Gal  200 mg/ml in DMF (Dimethylformamid) 
 
SOC- Medium  0,5 % Hefeextrakt  
       2 % Trypton  
    10 mM NaCl  
   2,5 mM KCl  
    10 mM MgCl2 x 6 H2O  
    10 mM MgSO4 x 7 H2O  
    20 mM Glukose  
   è add. 100 ml mit ddH2O 
 
10 x TAE 400 mM TRIS 
   10 mM EDTA 
   400 mM Essigsäure 
 
3.6 Kits 
 
RNA-Isolation: 
- peqGOLD MircoSpin Total RNA Kit – Peqlab, Erlangen 
- peqGOLD RNAPureTM – Peqlab, Erlangen 
- peqGOLD TriFast – Peqlab, Erlangen 
cDNA-Synthese: 
- ProtoSkript® M-MulV First Strand cDNA Synthesis Kit – New England BioLabs® 
Inc., Ipswich (USA) 
Quantitative Real Time – PCR:  
- RotorGene SYBR Green RT-PCR Kit – Qiagen, Hilden 
- LightCycler® FastSart DNA MasterPLUS SYBR Green I – Roche, Mannheim 
Transfektion: 
- INTERFERinTM Easy Forward siRNA Transfection – Peqlab, Erlangen 
- TransIT-X2TM Dynamic Delivery System – Mirus Bio LCC, Madison (USA) 	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Isolation von Plasmiden aus Bakterien: 
- peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I – Peqlab, Erlangen 
- peqGOLD XChange Plasmid Maxi Kit – Peqlab, Erlangen 
Polymerasekettenreaktion (PCR): 
- 5x FIREPol® Master Mix Ready to Load – Solis BioDyne, Tartu (Estland) 
- 5x HOT FIREPol® Blend Master Mix Ready to Load – Solis BioDyne, Tartu  Weitere:	  
- Quantum PrepTM Freeze 'N Squeeze DNA Gel Extraktion Spin Columns – BioRad, 
München 
- pGEM®-T Easy Vector System – Promega, Mannheim 
 
3.7 Biologische Materialien 
 
3.7.1 Bakterienstämme 
Für die Arbeiten während dieser Dissertation wurden die kompetenten Bakterienstämme 
Escherichia coli NEB 5-alpha – New	  England	  BioLabs®	  Inc.,	  Ipswich	  (USA) und Escherichia 
coli XL10-Gold – Stratagene, La Jolla (USA) genutzt, welche im folgenden in der Tabelle 1 
aufgeführt sind. Die Zellen dieser Kulturen lagen als Gefrierkonserven vor. 
 
         Tab. 1: Verwendete Kompetente Bakterienstämme. 
Name Art des Stammes Herkunft 
NEB 5-alpha Kompetente Escherichia coli New England BioLabs® Inc., Ipswich (USA) 
XL10-Gold Kompetente Escherichia coli Stratagene, La Jolla (USA) 
 
3.7.2 Versuchstiere 
Zur experimentellen Durchführungen dieser Arbeit kamen verschiedene Stämme von 
transgenen Mäusen zum Einsatz, welche im Medizinisch-Experimentellen-Zentrum der 
Universität Leipzig gezüchtet und gehalten wurden. Diese sind in Tab. 2 aufgeführt.  
 
 Tab. 2: Verwendete Transgene Mausmodelle. 
Name Art des Stammes Herkunft 
C57BL/6 Nachgezogener Stamm Charles River, Wilmington (USA) 
SLC Transgener Mausstamm Medizinisch Experimentelles Zentrum, Leipzig 
APC Transgener Mausstamm Medizinisch Experimentelles Zentrum, Leipzig 
 
Bei den C57BL/6 Tieren handelt es sich um einen gängigen Inzuchtstamm von Labormäusen, 
welcher häufig als Grundlage für transgene Tiermodelle dient. Auch in den hier genutzten 
SLC-Tieren bilden diese Mäuse den genetischen Hintergrund. In diesen Nagern wird durch 
das Einkreuzen von mehreren Genen die Translation des Smo Proteins unterdrückt. Hierbei 
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handelt es sich um eine trippeltransgene Mauslinie, welche einer Verpaarung aus einem LC1, 
einem rtTALAP, sowie einem homozygot gefloxten Smo-Stamm entstammt (Matz-Soja, 2013). 
Dabei handelt es sich um einen konditionellen Knockout, welcher durch die Gabe von 
Doxycyclin induziert wird. In diesem Fall wird den Tieren ab der achten Lebenswoche über 
einen Zeitraum von 10 Tagen 2 mg/ml dieses Antibiotikums über das Trinkwasser 
verabreicht, wodurch die Cre-Rekombinase aktiv wird und die gefloxte Stelle im Smo gen 
eliminiert, wodurch das Gen inaktiv wird. 
Bei den Apc Mäusen hingegen handelt es sich nicht direkt um Knockout-Tiere, sondern um 
Mäuse bei denen das Exon 14 im Apc Gen, sowie eine hier zusätzlich eingebrachte 
Neomycin-Kassette von einer loxP-Site flankiert sind. Es findet keine Deletion dieses 
gefloxten Abschnittes statt. Jedoch verursacht bereits die eingekreuzte gefloxte Neomycin-
Kassette eine Verschiebung der Wnt/β-Catenin Aktivität. Auch diesen Tieren dient der 
C57BL/6 Stamm als genetischer Hintergrund. 
 
3.7.3 Zellen und Zelllinien 
Für die in dieser Arbeit angewendeten Experimente wurden unterschiedliche Zelllinien, 
kanzerogenen Ursprungs genutzt, welche in Tab. 3 aufgelistet sind. Des Weiteren spielten vor 
allem frisch isolierte primäre Hepatozyten, humanen und murinen Ursprungs, eine wichtige 
Rolle. Dabei stammten die Maushepatozyten aus unserem eigenen Labor. Das humane 
Material erhielten wir aus Leberbiopsien von Patienten der Charité Berlin bzw. des 
Universitätsklinikums Regensburg. 
 
Tab. 3: Verwendete Zelllinien und primären Zellen. 
Name Gewebeart Herkunft 
Huh7 HCC Kryokonserviert 
HepG2 Hepatoblastom Kryokonserviert 
Primäre Hepatozyten (Maus) Leber Isolation im eigenen Institut, Leipzig 
Primäre Hepatozyten (Human) Leber Isolation aus Patienten, Charité Berlin/ 
Universitätsklinikum Regensburg 
 
3.7.4 Murines Tumormaterial 
Für die Arbeit wurde uns murines Hepatozelluläres Tumormaterial von der Arbeitsgruppe 
Schwarz aus dem Institut für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Universität Tübingen 
zur Verfügung stellt. Tabelle 4 listet das entsprechende Tumormaterial auf. 
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Tab. 4: Verwendete Tumorgewebe. 
Name Herkunft Gewebeart Phenobarbitalbehandlung 
Normalgewebe1 (Kontrolle) Mausleber HCC Nein 
Normalgewebe2 (Kontrolle) Mausleber HCC Ja 
Ctnnb1 Tumor Mausleber HCC Ja 
Ha-Ras Tumor Mausleber HCC Nein 
B-Raf Tumor Mausleber HCC Nein 
 
Bei den Tumoren handelte es sich um chemisch induziertes HCC Gewebe. Die Entstehung 
und der genaue molekulare Hintergrund der chemisch, mittels Phenobarbitalgabe, erzeugten 
Krebse, die sogenannten Ctnnb1 Tumore, sind in der Veröffentlichung aus dem Jahre 2001 
der AG Schwarz genauer zu entnehmen (Schwarz et al., 2001). Als Kontrolle hierfür diente 
neben dem normalen Lebergewebe (Normalgewebe1) aus unbehandelten Tieren zusätzlich 
noch umliegendes, gesundes Gewebe um die Tumore herum (Normalgewebe2). Ebenfalls 
beschreiben Schwarz et al. die genetischen Eigenschaften und die Ausbildung der hier 
verwendeten chemisch induzierten B-Raf- und Ha-Ras Tumoren in Mäusen (Harada et al., 
2004; Schwarz et al., 2005). 
 
3.8 Oligonukleotide 
 
3.8.1 Oligonukleotide für Quantitative PCR 
Alle Oligonukleotide für die qRT-PCR, mit Ausnahme der QuantiTect Primer Assay’s 
(Qiagen, Hilden), stammten von der Firma Biomers, Ulm. Diese wurden zuvor mit Hilfe des 
Internetprogrammes Primer3Input Version 0.4.0. (frodo.wi.mit.edu/) designt und per NCBI – 
Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/) geblastet. Den designten Primer lag immer ein Exon-
Exon-Spanning zugrunde. Alle genutzten Primer sind in Tab. 5 und Tab. 6 aufgelistet. 
 
             Tab. 5: Verwendete qRT-PCR - Primer – Homo sapiens. 
Gen Sequenz - Forward Sequenz - Forward 
IHH CGGCTTTGACTGGGTGTAT GAAAATGAGCACATCGCTGA 
PTCH2 TCTTGGCTCTGGGAATCG AAGCATCACGGCTACAAAGG 
SMO GCTTCCGGGACTATGTGCTA GCGATTCTTGATCTCACAGTCA 
SUFU AGATGGCTCCAACCTGAGTG CAGGTTTGCTGTTGATCTCG 
GLI1 CCAGCCCCAACTCCACAGGC GCAGCCATCCCAACGGCAGT 
GLI3 TTTTTGGTCGAAGAGAGCTG AGTGGTGCTGGAGGCAAC 
APC TGCGAGAAGTTGGAAGTGTG AGAGTGCCAACCAAAAATGC 
GSK3β TCACTGTAACATAGTCCGATTGC ATATCCCGATGGCAGATTCC 
AXIN2 GCAGATCCGAGAGGATGAAG GGAGTGGTACTGCGAATGGT 
MYC CCCTCAACGTTAGCTTCACC GAAGGGAGAAGGGTGTGACC 
DKK1 CTCGGTTCTCAATTCCAACG GCACTCCTCGTCCTCTG 
DKK3 ACAGCCACAGCCTGGTGTA CCTCCATGAAGCTGCCAAC 
SFRP1 AAAGCAAGGGCCATTTAGATTAG TTCTGGGCTTGACCTTAATTGTA 
CTNNB1 CCAGCGTGGACAATGGCTAC TGAGCTCGAGTCATTGCATAC 
PPIA CAGCCTAAAGCCCAATATGC GGGGTTTCATCATTTTGACC 
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              Tab 6: Verwendete qRT-PCR - Primer – Mus musculus. 
Gen Sequenz - Forward Sequenz - Reverse 
Ihh GCTCACCCCCAACTACAATC GCGGCCCTCATAGTGTAAAG 
Shh TCCAAAGCTCACATCCACTG CTCCGGGACGTAAGTCCTTC 
Ptch1 CCTCCTTTACGGTGGACAAAC ATCAACTCCTCCTGCCAATG 
Ptch2 CTTCTCCCACAAGTTCATGC CGATGTCATTGTTCTGGTAGTCG 
Smo GCAAGCTCGTGCTCTGGT GGGCATGTAGACAGCACACA 
Sufu CTTCCAGTCAGAGAACACCT TTGGGCTGAATGTAACTC 
Stk36 TGCCTCTCAGCCTTCTTAGG TAAGAGCGCCCCATACCA 
Gli1  
QuantiTect Primer Assay  Gli2 
Gli3 
Wnt5a1 CAAATAGGCAGCCGAGAGAC CTCTAGCGTCCACGAACTCC 
Wnt9b AGTTCCAGTTCAGGCAGGAG CAGATTGTCACCACACACACC 
Wif1 TGTGTCACTCCTGGCTTCTG ACACTGCTCTCCCTCGAGTC 
Dkk1 GAGGGGAAATTGAGGAAAGC GGTGCACACCTGACCTTAG 
Dkk3 AATGAGACCAGCACGGAGAC TCCTCTTGCCTTCTTCATCC 
Sfrp1 TACCACGGAAGCCTCTAAGC CCGTTCTTCAGGAACAGCAC 
Fzd4 AACTTAGTGGGACACGAGCTG CGATGGGGATGTTGATCTTC 
Lrp5 TCGACCTGGAGGAACAGAAG GAGAGTGTCAGGGCAAAAGG 
Ctnnb1 GCAGCAGCAGTCTTACTTGG CCCTCATCTAGCGTCTCAGG 
Apc AGGAGAATGCAGTCCTGTCC TTGTGAGGTTCTGAAGTTGAGC 
Gsk3β CCGTCTGCTGGAGTACACAC GAGCATGTGGAGGGATAAGG 
Axin2 TGAAACTGGAGCTGGAAAGC AGAGGTGGTCGTCCAAAATG 
Myc TCAGTGGTCTTTCCCTACCC GCCTCTTCTCCACAGACACC 
Ccnd1 GAGACCATTCCCTTGACTGC  TGGTCTGCTTGTTCTCATCC 
Aktb ATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA 
 
3.8.2 Oligonukleotide für RNAi 
Die siRNAs für die durchgeführten RNAi Versuche wurden fast ausschließlich von der Firma 
Invitrogen; Darmstadt kommerziell erworben. Es handelte sich dabei um die Gruppe Stealth 
RNAi™ siRNA. Für diese galt es je nach GC-Gehalt der verwendeten siRNA eine geeignete 
Stealth RNAi™ siRNA Negativkontrolle zu finden. So mussten für die siRNAs mit einem GC-
Gehalt von 40 - 44 % die StealthTM RNAi Negative Control Duplex Low GC und für die 
siRNAs mit einem GC-Gehalt von 46 - 52 % die StealthTM RNAi Negative Control Duplex 
Medium GC verwendet werden. Lediglich die siRNA für das Gen Apc stammten von der 
Firma Qiagen, Hilden. Hierfür kam eine mitgelieferte Negativkontrolle zum Einsatz, welche 
unabhängig von der Sequenz der siRNA ist. Tabelle 7 listet alle genutzten murinen siRNAs 
auf. In Tab. 8 befinden sich die kommerziell erworbene humanen siRNAs. 
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   Tab. 7: Verwendete siRNAs - Mus musculus. 
Gen Firma Bezeichnung Primer – Sequenz  GC  
Ptch1 
 
Invitrogen MSS 208080 
 
CCUUCCUGUUCUGGGAGCAAUACAU 
AUGUAUUGCUCCCAGAACAGGAAGG 
48% 
Ptch2 
 
Invitrogen MSS 208083 UCCUGGGCAUCAAACUGAGUGCCAU 
AUGGCACUCAGUUUGAUGCCCAGGA 
52 % 
Smo 
 
Invitrogen MSS 220205 CCUGGUGGAGAAGAUCAAUCUAUUU 
AAAUAGAUUGAUCUUCUCCACCAGC 
40 % 
Sufu 
 
Invitrogen MSS 216194 
 
CCCUUGGACUAUGUUAGCAUGUACA 
UGUACAUGCUAACAUAGUCCAAGGG 
44 % 
Stk36 Invitrogen MSS 218969 CCUCAACCAUCAGUCCCUGCUUUAA 
UUAAAGCAGGGACUGAUGGUUGAGG 
48 % 
Gli1 
 
Invitrogen MSS 274566 GGGUAGUGACUUUCCUCCAGAUUGU 
ACAAUCUGGAGGAAAGUCACUACCC 
48 % 
Gli2 
 
Invitrogen MSS 207525 CCACAACCACAACGUUGCUCAGACA 
UGUCUGAGCAAGCUUGUGGUUGUGG 
52 % 
Gli3 
 
Invitrogen MSS 204728 UAGCAAGGCCAUCUUGGUCUUCAGG 
CCUGAAGACCAAGAUGGCCUUGCUA 
52 % 
Ctnnb1 Invitrogen MSS 202646 GGGACGUUCACAACCGGAUUGUAAU 
AUUACAAUCCGGUUGUGAACGUCCC 
48 % 
Apc 
 
Qiagen Mm_APC_1 
(NM_007462) 
GGACUGGUAUUAUGCUCAATT 
UUGAGCAUAAUACCAGUCCTT 
 
 
 Tab. 8: Verwendete siRNAs - Homo sapiens. 
Gen Firma Bezeichnung Primer – Sequenz  GC  
SUFU 
 
Invitrogen HSS122523 CCCUUGGACUAUGUUAGCAUGUACA 
UGUACAUGCUAACUAAGUCCAAGGG 
48 % 
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4. Methoden 
 
4.1 Arbeiten mit Zellen 
 
Alle Arbeiten mit Zellen, unabhängig ihrer Herkunft, wurden unter sterilen Bedingungen an 
Reinraumwerkbänken mit vertikaler Strömung durchgeführt. Die Inkubation erfolgte in 37 °C 
warmen Brutschränken, welche einen Kohlenstoffdioxid-Gehalt von 5 % und eine Luft-
feuchtigkeit von 90 % aufwiesen. 
 
4.1.1 Gewinnung der primären Hepatozyten 
Die murinen Hepatozyten konnten mittels einer von Gebhardt modifizierten Kollagenase – 
Perfusionstechnik nach Seglen, 1976, gewonnen werden (Seglen, 1976; Gebhardt, 1998). Das 
humane Zellmaterial hingegen stammte aus Leberbiopsien von Patienten der Charité Berlin 
bzw. der Universitätsklinik Regensburg.  
Eine besondere Prozedur der Zellisolation kam bei der Gewinnung der periportalen und 
perizentralen Maushepatozyten zum Einsatz. Hierzu wurde die allgemeine Isolation um einen 
Digitoninverdau erweitert. Dabei reicherten sich bei einem retrogradem Verdau der Leber mit 
Digitonin perizentralen Hepatozyten im Lysat an, wohingegen bei einem antegraden Verdau 
vor allem periportale Zellen herausgelöst wurden. Jedoch handelte es sich trotzdem in beiden 
Fällen um eine Mischkultur, in dem nur der eine Zelltyp weit häufiger vorhanden war als der 
andere (Gebhardt, 1998). 
 
4.1.2 Zellkultivierung der primären Hepatozyten 
Die isolierten Hepatozyten, murinen sowie humanen Ursprungs, wurden in serumhaltigen 
Absetzmedium, mit 10 % FKS (Fötales Kälberserum), resuspendiert, in kollagenisierten 
12well-Kulturplatten ausgesät und für 3 h im Brutschrank inkubiert. Anschließend erfolgte ein 
Mediumwechsel vom Absetzmedium auf Kulturmedium (ohne FKS). Dieses enthielt je nach 
experimenteller Vorgabe zusätzliche Substanzen, wie z.B. siRNAs. Um eine gute Versorgung 
der Zellen mit Nährstoffen gewährleisten zu können, musste bei mehrtägiger Inkubation alle 
24 h das Kulturmedium ausgetauscht werden. Die Anzahl der ausplattierten Zellen variierte je 
nach Zell- und Versuchsart und sind entsprechend in Tab.8 aufgelistet.  
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           Tab. 9: Anzahl ausplattierter Zellen für einzelne Versuche. 
Versuch Plattengröße Zellzahl pro Well 
MTT – Maushepatozyten 24well 50 000  
MTT – Humane Hepatozyten 24well 100 000 
siRNA Knockdown – Maushepatozyten 12well 100 000 
siRNA Knockdown – Humane Hepatozyten 12well 200 000 
siRNA Knockdown – Zelllinien 12well 150 000 
siRNA Knockdown – PP und PC Hepatozyten  12well 100 000 
Inkubationen – Smo Antagonist (Cyclopamin) 12well 300 000 
Inkubationen – Smo Agonist (SAG) 12well 300 000 
Inkubationen – Rekombinante Proteine (Ihh / Shh) 12well 300 000 
 
4.1.3 Kultivierung etablierter Zelllinien 
Die Huh7 und HepG2 Zellen wurden zunächst in mit 10 % FKS versetztem DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle's) – Medium in Zellkulturflaschen ausgesät und in einem 
Brutschrank hochgezogen. Alle 48 h wurde das Medium erneuert. Hatten die Zellen eine 
konfluente Dichte erreicht, wurden diese mittels Accutase von der Oberfläche gelöst und im 
Verhältnis 1:4 auf neue Kulturflaschen passagiert. Für die experimentelle Durchführung des 
siRNA Knockdowns erfolgte eine Kultivierung der Zellen in 12well-Kulturplatten. Dies 
geschah ebenfalls in serumhaltigen DMEM Medium, versetzt mit siRNAs, bei analogen 
Inkubationsbedingungen wie die Primärzellen. 
 
4.1.4 Kultivierung muriner Hepatozyten mit Cyclopamin und SAG 
Wie in Tabelle 8 gezeigt wurden für die Inkubationen der murinen Hepatozyten, 300 000 
Zellen pro Well in einer 12well-Platte ausgesät und zunächst für 2 - 3 Stunden bei 37 °C mit 
Absetzmedium inkubiert. Im Anschluss erfolgte der Mediumwechsel zu 500 µl Kultur-
medium, welches mit Cyclopamin (5 µg/µl pro Well) bzw. SAG (600 ng pro Well) versetzt 
war. Als Kontrolle diente immer das entsprechende Lösungsmittel für die genutzte Substanz, 
d.h. bei Cyclopamin kam DMSO und bei SAG kam Nucleasefreies Wasser zum Einsatz. 
 
4.1.5 Kultivierung muriner Hepatozyten mit Rekombinanten Proteinen 
Analog der Inkubationen der Hepatozyten mit Cyclopamin (Abschnitt 4.1.4) erfolgte auch die 
Inkubation der Mauszellen mit den Rekombinanten Proteinen Ihh und Shh. Dabei wurden pro 
Well 1 µg/µl Ihh bzw. 0,25 µg/µl Shh eingesetzt. Als Lösungsmittelkontrolle kam in beiden 
Fällen 1x PBS Puffer zum Einsatz. 
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4.1.6 Herstellung und Lagerung von kompetenten Escherichia coli Zellen 
Die für diese Arbeit verwendeten kompetenten E.coli Zellen wurden über die 
Rubidiumchlorid-Methode nach Hanahan (Hanahan et al., 1983) aus kommerziell erworbenen 
Bakterienstämme E.coli NEB 5-alpha (New England BioLabs® Inc., Ipswich (USA)) und 
E.coli XL10-Gold (Stratagene, La Jolla (USA)) hergestellt. Zur Konservierung erfolgte die 
Lagerung der Zellen als Glycerinkultur bei -80°C.  
 
4.1.7 Kultivierung von Escherichia coli 
Die Anzucht und Kultivierung der E.coli Zellen geschah in Form von Flüssigkulturen sowie 
als Einzelkolonien in Petrischalen. Als Grundlage diente Ampicillin-selektives LB Medium 
(100 µg/ml), welches für die ausplattierten Zellen noch mit 15 g/l Nähragar versetzt wurde. 
 
4.2. Molekularbiologische Arbeiten 
 
4.2.1 Isolation von RNA 
Die RNA aus den kultivierten Zellen der siRNA Experimente wurden, aufgrund geringer 
RNA Ausbeute, mittels des peqGOLD MircoSpin Total RNA Kit (Peqlab, Erlangen) 
gewonnen. Dabei kam zum Aufschluss der Zellen die sogenannte „Neadels and Pins“ 
Methode zum Einsatz, bei der die auftretenden Scherkräfte durch mehrmaliges Auf- und 
Abziehen einer Spritze die Zellwände aufspalten und damit die RNA freisetzt. Das peqGOLD 
TriFast (Peqlab, Erlangen) kam bei der RNA Gewinnung aus frisch isolierten Hepatozyten 
der transgenen Tiere zum Einsatz. Dieses Material hatte Dr. Matz-Soja aufgearbeitet und lag 
zum Zeitpunkt der Arbeit bereits vor. Bei den Zelllinien erfolgte die Nukleinsäureisolation 
mit dem peqGOLD RNAPureTM (Peqlab, Erlangen). Bei sämtlichen Methoden wurde nach 
den Angaben des Herstellers verfahren. 
 
4.2.2 Isolation von DNA aus Agarosegelen 
Zur Konstruktion von benötigten externen Standards für die qRT-PCR (quantitative Echtzeit 
PCR) wurde DNA-Material aus einer zuvor durchgeführten PCR Reaktionen, durch den 
Einsatz von Quantum PrepTM Freeze 'N Squeeze DNA Gel Extraktion Spin Columns (BioRad, 
München), gewonnen und aufgereinigt. Dies erfolgte mit Hilfe der Natrium-Acetat-Fällung, 
bei der durch gezieltes Aussalzen die Desoxyribonukleinsäure präzipitiert. Dafür wurde 
zunächst die DNA-Lösung mit 1/10 Volumen Na-Acetat und 2,5 Volumeneinheiten Ethanol 
versetzt und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend folgte eine Zentri-
fugation für 30 min bei 4 °C und 13 000 rpm und die Waschung des gewonnen Pellets mit 
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eiskaltem 80 %igem Ethanol. Danach musste das erhalten Produkt noch in 10 µl Nuklease-
freiem Wasser resuspendiert werden. 
  
4.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Ermittlung der Nukleinsäurekonzentration und deren Reinheit wurde über einen UV VIS-
Spektralphotometer, dem NanoDrop 100 (Peqlab, Erlangen), bei einer Wellenlänge von    
260 nm ermittelt. Anhand des Verhältnisses der Absorption zwischen 260 und 280 nm ergibt 
sich für die DNA eine Konzentration von 50 µg/ml und für die RNA eine Konzentration von 
40 µg/ml. Bei einem Wert von 1,8 ± 0,15 kann man von einer reinen DNA-Lösung ausgehen. 
Für eine reine RNA-Lösung gilt hingegen der Richtwert von 2,0 ± 0,15 (Benhamouche et al., 
2006). Zusätzlich achtet man auf eine Verunreinigung mit Salzen und Proteinen. Dies geschah 
parallel zur Messung mit einer Absorptionsbestimmung zwischen 230 und 260 nm.  
 
4.2.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung, Reinigung und Gewinnung von DNA- und RNA-Fragmenten in einer 
Größe von 0,1 bis 10 kb wurde die Agarose-Gelelektrophorese verwendet (Maniatis et al., 
1989). Hierbei wandern die Nukleinsäuren aufgrund des negativ geladenen Zucker-Phosphat 
Restes in einem angelegtem elektrischen Feld und trennen sich nach ihrem Molekulargewicht 
auf. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Agarosekonzentration von 2 % in 0,5 x TAE-
Puffer bei DNA bzw. 0,5 x Mops-Puffer bei RNA Proben gelöst, aufgekocht und in eine 
horizontale Gelkammer gegossen. 15 µl der entsprechenden Proben kamen in die Taschen der 
Gele. Die nicht vorgefärbten RNA-Lösungen mussten zuvor mit einem entsprechenden RNA-
Ladepuffer im Verhältnis 1:4 versetzt werden. Anschließend folgte die Elektrophorese mit 
einem angelegten limitierenden Spannungsfeld von 100 V. Die Identifikation der aufge-
tragenen Nukleinsäuren erfolgte mittels des fluoreszierenden Ethidiumbromids. Dieses kann 
sich durch seine interkalierenden Eigenschaften mit der RNA bzw. DNA verbinden und 
später in einem Transilluminator sichtbar gemacht werden. In diesem Fall wurden die Gele 
mit einer Ethidiumbromidkonzentration von 0,001 % versetzt. 
 
4.2.5 RNA-Interferenz (RNAi) mittels kommerzieller siRNA 
Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Verfahren des siRNA Knockdowns wurden künstlich 
erzeugte siRNAs von den Firmen Invitrogen (Darmstadt) und Qiagen (Hilden) mittels eines 
Transfektionsagenz in die gewünschten Zellen eingeschleust. Als Transfektionsmittel kam das 
bereits in der Arbeitsgruppe etablierte Interferin (Peqlab, Erlangen) zum Einsatz. Für die 
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einzelnen Knockdown-Versuche wurden frisch isolierte Hepatozyten bzw. gesplittete Zellen 
aus der Kultur mit einer Dichte von 100 000 Zellen/Well (200 000 Zellen/Well bei humanen 
Primärzellen) in einer 12well Platte ausgesät und für 3 h in 500 µl FKS-haltigem Medium bei 
37 °C inkubiert. Danach resultierte ein Mediumwechsel auf 1000 µl/Well serumfreies 
Kulturmedium. Anschließend erfolgte die Transfektion nach den Herstellerangaben des 
Interferins wie folgt: Pro Well wurde ein Ansatz aus 200 µl reinem WilliamsE Medium, 3 µl 
Interferin, sowie 10 nM (15 nM bei einer Doppeltransfektion) der gewünschten siRNA bzw. 
der als Kontrollen notwendigen Nonsense-Oligos pipettiert und zu den Zellen dazugegeben. 
Bei der Nonsense siRNA handelte es sich um einen uncodierten Oligo-Nukleotid-Strang, der 
im GC-Gehalt mit der eingesetzten siRNA übereinstimmen musste (siehe Tab. 7 und 8 in 
Abschnitt 3.8.2). Um eine gute RNA Ausbeute zu erzielen wurden jeweils 3 mit Zellen 
bestückte Wells mit dem entsprechenden siRNA bzw. der Nonsense siRNA Ansatz bestückt. 
Die Inkubation erfolgte je nach Experimentvorgabe über mehrere Stunden bis Tage bei 37 °C. 
Um eine gute Versorgung der Zellen mit Nährstoffen gewährleisten zu können wurde bei 
Versuchen die über mehr als 24 h liefen täglich einmal das Kulturmedium gewechselt. Nach 
beendeter Inkubation konnte mittels der in Abschnitt 4.2.1 erwähnten unterschiedlichen 
Substanzen und Methoden die Gesamt-RNA der Zellen isoliert werden. Zur Bestimmung des 
gewünschten Knockdowns, sowie der daraus resultierenden Einflüsse auf die Genexpression, 
kam die quantitative Echtzeit - PCR zum Einsatz, welche im weiteren Verlauf dieser Arbeit 
noch näher erläutert ist. Dabei war zu beachten, dass alle erhaltenen Daten immer in der 
Relation zur Nonsense RNA, die 100 % bzw. 1 entsprach, gesetzt wurden.  
 
4.2.6 Reverse Transkription 
Für die quantitative Echtzeit - PCR (qRT-PCR) war es nötig, die isolierten RNA-Proben 
mittels des ProtoSkript® M-MulV First Strand cDNA Synthesis Kit (New England BioLabs® 
Inc., Ipswich (USA)) analog der Herstellerangaben in cDNA umzuschreiben. Dafür wurde bei 
den murinen Experimenten, sowie den Zelllinien jeweils 1 µg/µl der RNA des Ausgangs-
materials verwendet. Wohingegen bei den siRNA Versuchen der humanen Hepatozyten, 
aufgrund der geringeren RNA-Ausbeute, lediglich 500 ng/µl transkribieren werden konnten. 
Die cDNA lagerte, falls nicht direkt verarbeitet, aliquotiert bei -20°C. 
 
4.2.7 Quantitative Echtzeit – PCR 
Um Veränderungen in der Expression von Genen zu quantifizieren besteht die Möglichkeit 
zwei unterschiedliche Methoden anzuwenden. Zum einen den Northern Blot, zum andern die 
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quantitative Echtzeit - PCR (qRT-PCR). Ein großer Vorteil der qRT-PCR ist ihre sehr hohe 
Sensitivität gegenüber kleinsten Schwankungen in der Transkription, vor allem auch bei sehr 
niedrig expremierten Genen. Des Weiteren ist es möglich, aufgrund der geringeren Menge an 
benötigter RNA einen höheren Messdurchsatz zu erzielen. 
In der vorliegenden Dissertation kamen zwei verschiedene Gerätetypen für die qRT-PCR zum 
Einsatz. Zum einen wurden Messungen, vor allem von sehr gering expremierten Genen, am 
LightCycler (Roche, Mannheim) durchgeführt, wobei die Detektion in sensitiveren sehr 
dünnen Glaskapillaren erfolgte. Aus Kostengründen, wurde der Großteil der Genexpressions-
messung jedoch am RotorGene 6000 (Qiagen, Hilden), in gerätespezifischen PCR-Tubes 
durchgeführt. In beiden Fällen kam allerdings dieselbe Methode der Quantifizierung mittels 
des fluoreszierenden SYBR® Greens I zum Einsatz, welches sich dabei durch die 
entsprechenden Kits – LightCycler® FastSart DNA MasterPLUS SYBR Green I (Roche, 
Mannheim) und RotorGene SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) - unterschied. Das 
verwendete SYBR® Green I interkaliert mit der DNA, was zu einem entsprechenden 
Fluoreszenzsignal führte, welches ab dem Erreichen des Fluoreszenzschwellenwertes, des 
sogenannten „Threshold-Cycles“, direkt quantifizierbar wurde. Dieser Messmethode lag eine 
Standard PCR zugrunde, welche jedoch mittels der fluoreszierenden Substanz in Echtzeit 
verfolgt werden konnte. Dabei gilt, dass das detektierte Fluoreszenzsignal proportional zu der 
entstandenen Menge an PCR-Produkt ist. Daher ist es möglich unter Berücksichtigung der 
Reaktionszyklen Rückschlüsse auf die eingesetzte Ausgangsmenge der cDNA zuziehen. Um 
eine genaue Quantifizierung der Genexpression durchzuführen, kamen externe Standards, 
welche mit Hilfe von in vitro Transkription hergestellt wurden, des jeweiligen zu unter-
suchenden Gens, zum Einsatz. Zu diesem Zweck benötigte man genspezifische Primerpaare. 
Dabei kam es darauf an, dass sie keine Sekundärstrukturen ausbildeten und möglichst alle 
Splicevarianten des gewünschten Gens abdeckten. Da dieser mitgeführte externe Standard 
eine bekannte spezifische Konzentration besaß, bestand die Möglichkeit eine absolute 
Quantifizierung der Genexpression in den einzelnen Versuchen durchzuführen. Um technisch 
bedingte Schwankungen bei der Genexpression auszugleichen, musste man bei allen 
Messungen zusätzlich ein Haushalts-Gen (Housekeeping-Gen) als Referenz detektieren. 
Diese Gene expremieren Proteine, welche essentiell für den Zellstoffwechsel sind, und daher 
im Normalfall in jedem Zelltyp bzw. Zellstadium eine konstante Transkription aufweisen. Für 
das murine Material wurde β-Aktin (Aktn) genutzt. Bei den humanen Proben kam das 
Cyclophillin (PPIA) zum Einsatz. Zur Kontrolle des Reinheitsgrades des erhaltenen PCR-
Amplifikates musste nach jeder Messung eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt werden, 
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wobei das Gerät die entstandenen Kopien durch einen Temperaturgradient aufschmolz und 
detektierte. Dabei gilt, dass jedes entstandene Produkt einen spezifischen Schmelzpunkt 
besitzt, welcher vom jeweiligen Guanin-Cytosin-Gehalt des DNA-Abschnittes abhängt. 
Damit die gemessenen Daten vergleichbar blieben wurden die PCR-Programme der beiden 
Geräte aufeinander abgestimmt. Wobei die Zyklenzahl je nach Gen variieren konnte. Das 
verwendete PCR Programm lautete wie folgt: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3. Herstellung von in vitro Transkripten als Externe Standards 
 
Die für die Quantifizierung der qRT-PCR notwendigen externen Standards wurden in Form 
von in vitro Transkripten erzeugt. Hierzu erfolgte nach dem design der Genspezifischen 
Primerpaare eine PCR mit cDNA und einer anschließenden Agarose-Gelelektrophorese. 
Mittels der Quantum PrepTM Freeze 'N Squeeze DNA Gel Extraktion Spin Columns (BioRad, 
München) wurde anschließend, wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben, die DNA isoliert, um 
daraus den externen Standard herzustellen. 
 
4.3.1 A - Tailing 
Um die anschließende Ligation der isolierten DNA in das verwendete pGEM®-T Easy 
Vektorsystem (Promega, Mannheim) gewährleisten zu können, musste zunächst am PCR-
Produkt eine Polyadenylierung vorgenommen werden, da im Vektor ein 3’-terminaler 
Thyminüberhang existierte. Hierfür wurden 7,5 µl des PCR-Produktes mit 0,5 µl dATP 
(Peqlab, Erlangen), 1 µl DNA Polymerase (Peqlab, Erlangen) und 1 µl DNA Polymerase 
Puffer (Peqlab, Erlangen) versetzt und für 30 min bei 70 °C inkubiert.  
 
4.3.2 Ligation 
Für die Ligation des PCR-Produktes kam das pGEM®-T Easy Vektorsystem (Promega, 
Mannheim) zum Einsatz. In diesem Fall handelte es sich um ein bereits vom Erzeuger 
geliefertes linearisiertes Plasmid. Analog den Herstellerangaben wurden nun 3 µl DNA mit    
5 µl 2x Rapid-Ligationspuffer, 1 µl T4 DNA Ligase und 1 µl pGEM®-T Easy Vektor (50 ng) 
versetzt und über Nacht bei 4 °C in einem Wasserbad inkubiert. 
PCR-Programm: Initiale - Denaturierung: 95°C  10 min 
     Denaturierung:  95°C 10 sek 
 Annealing:  60°C 10 sek 
Elongation:  72°C 10 sek     30 -50 Zyklen 
     Schmelzkurve - Schmelzen von 72°C - 95°C à 1°C (10 sec.) 
Hold) 
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4.3.3 Plasmidtransformation in kompetente Escherichia coli Zellen 
Das erhaltene rekombinante Plasmid aus der Ligation, Abschnitt 4.3.2, wurde nun zur 
Vervielfältigung in kompetente E.coli Zellen der Stämme NEB 5-alpha und XL 10-Gold mit 
Hilfe der Transformation eingebracht. Zu diesem Zweck war es notwendig 100 µl der Bak-
terienkultur mit dem 5 µl des Ligationsproduktes zu versetzen und diese Lösung anschließend 
für 5 min auf Eis zu inkubieren. Nachfolgend erfolgte eine Hitzeschockbehandlung der Zellen 
für 30 Sek. bei 42 °C, um diese für die Aufnahme der Plasmide vorzubereiten. Nun wurde zu 
den Bakterien 900 µl SOC-Medium hinzugegeben und die erhaltene Suspension für 2 h bei 
175 rpm und 37 °C in einem Schüttler inkubiert, um die Bakterien zu vermehren und die 
Aufnahme der Plasmide gewährleisten zu können. Die transformierten E.coli Zellen wurden 
im Anschluss auf Ampicillin-selektiven LB-Agarplatten ausplattiert (100 und 200 µl), welche 
zuvor mit 40 µl Isopropyl-1-thio-β-D-Galaktose (IPTG) und 40 µl 5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-β-D-Galaktosid (X-Gal) bestrichen worden waren. Nach dem ausplattieren der 
Bakteriensuspensionen inkubierten die Platten für 24 h bei 37 °C in einem Brutschrank. 
 
4.3.4 α-Komplementation 
Der in dieser Arbeit angewendete Mechanismus der α-Komplementation, welcher auch als 
Blau-Weiß-Selektion bezeichnet wird, ist ein gängiges Verfahren zur Kontrolle von Plasmid-
transformationen. Durch ein eingebautes C-terminales Ende des β-Galaktosidase-Gen im 
pGEM®-T Easy Vektor konnte dieses Verfahren hier ebenfalls angewendet werden. Dabei 
inhibierte, das in Abschnitt 4.3.3 bereits erwähnte IPTG in den kompetenten E.coli-Stämmen 
den lacZ-Repressor, was zu einer Induktion des lacZ-Promotors führte. Dadurch kam es zur 
Expression des C-Terminus der β-Galaktosidase im Plasmid. Dieser Abschnitt im Plasmid, 
auch α-Donor genannt, komplementierte den Verlust des C-Terminalen Endes der                   
β-Galaktosidase im Bakteriengenom. Das nun vollständige Gen expremierte die                      
β-Galaktosidase, welche das Galaktosid X-Gal schnitt, wodurch ein blauer Farbstoff entstand. 
Da zwischen dem C-Terminus des α-Donors und dem N-Terminus die „multiple cloning site“ 
(MCS) für die Aufnahme der Fremd-DNA lag, kam es, durch den Einbau externer DNA 
Fragmente, zu einem „frame shift“, so dass keine β-Galaktosidase gebildet wurde. Dadurch 
blieben die rekombinanten Bakterienklone weiß. Somit konnte davon ausgegangen werden, 
dass die hier entstandenen weißen Bakterienkolonien die gewünschten Gene in den pGEM®-T 
Easy Vektor, aufgenommen und vermehrt hatten, wohingegen blaue Kolonien keine 
Transformation durchführten. 
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4.3.5 Transformationskontrolle mit M13-PCR 
Da bei der in Abschnitt 4.3.4 beschriebenen α-Komplementation auch falsch positive Klone 
auftreten konnten, dass heißt weiße Bakterienkolonien, die allerdings das gewünschte Gen 
nicht eingebaut hatten, war es nötig mittels einer Kontroll-PCR weitere Informationen zu er-
halten. Der pGEM®-T Easy Vektor besaß um die „multiple cloning site“ eine M13 Primer-
sequenzen, welche für eine angestrebte Kontroll-PCR genutzt werden konnte. Hierfür pickte 
man von den komplementierten LB-Agarplatten (siehe Abschnitt 4.3.3) fünf weiße, sowie 
eine blaue Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher. Ein Teil dieses Zellmateriales diente als 
DNA-Matrize für die M13 PCR. Im Anschluss erfolgte mit dem zurückgebliebenen Bak-
terienkolonierest am Zahnstocher ein Animpfen von 3 ml ampicillinhaltiges LB-Medium. Der 
PCR-Ansatz und das durchgeführte PCR-Programm sahen wie folgt aus: 
 
PCR-Ansatz: 15	  μl	   Nukleasefreies	  Wasser	  	  	   	   	  4	  μl	   5x	  FIREPol®	  Master	  Mix	  Ready	  to	  Load	  (7,5	  mM	  MgCl2)	  –	  
Solis	  BioDyne,Tartu	  (Estand)	  	  1	  μl	   Primermix	  (10	  pmol	  –	  jeweils	  Forward	  und	  Reverse)	  Zellmaterial	  einer	  gepickten	  Kolonie	  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das aus der PCR erhaltene Produkt wurde im Anschluss durch eine Agarose-Gelelektro-
phorese (siehe Abschnitt 4.2.4) aufgetrennt. Anhand unterschiedlicher Größen der Produkte 
war es möglich positive Klone von negativen zu unterscheiden. So besaßen die Kolonien die 
kein Insert eingebaut haben eine Größe von 203 bp, wohingegen erfolgreich transfizierte 
Zellen, je nach Größe des jeweils hineingeklonten Gens, eine höhere Masse aufwiesen und 
somit im elektrischen Feld nicht so weit wanderten. Die als positiv identifizierten Klone 
konnten nun weiter verwendet werden. Hierzu erfolgte eine 12stündige Inkubation der 
angeimpften Flüssigkulturen bei 37 °C und 175 rpm. 
 
 
 
 
PCR-Programm:  Initiale - Denaturierung:  94°C  2 min 
    Denaturierung:  94°C 20 sek 
      Annealing:  60°C 20 sek 
     Elongation:  72°C 40 sek 30 Zyklen 
    Abschließende – Elongation:  72°C  2 min 
Hold) 
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4.3.6 DNA-Minipräparation 
Aus den angezogenen transfizierten Zellen der Flüssigkultur wurde mit Hilfe des peqGOLD 
Plasmid Miniprep Kit I (Peqlab, Erlangen) nach den Herstellerangaben die Plasmid DNA des 
pGEM®-T Easy Vektors aus 2 ml isoliert. Der Rest lagerte Rückstellprobe bei 4 °C. 
 
4.3.7 DNA-Sequenzierung 
Die Sequenzierung der isolierten Plasmid-DNA aus Abschnitt 4.3.6 wurde durch die Core 
Facility des Interdisziplinären Zentrums für klinische Forschung (IZKF) der Medizinischen 
Fakultät der Universität Leipzig mittels des Einsatzes von M13 Primern durchgeführt. Im 
Anschluss erfolgte noch eine Kontrolle, ob die analysierte Gensequenz in den positiv 
transformierten Zellen mit dem des durch die verwendeten Primer entstandenen Produktes 
identisch ist. 
 
4.3.8 DNA Maxipräparation 
Nach dem Nachweis einer erfolgreichen Transformation des gewünschten Produktes erfolgte 
eine erneute Anzucht der positiven Klone. Hierfür wurde zunächst eine Vorkultur der Bak-
terien hergestellt. Dies geschah durch Animpfen von 3 ml ampicillinhaltigen LB-Medium mit 
der Rückstellprobe aus Abschritt 4.3.5 und deren Inkubation für ca. 3 h bei 37 °C auf einem 
Schüttler mit 175 rpm. Diese Vorkultur diente als Grundlage für die Hauptkultur, die durch 
die Zugabe der Vorkultur in 100 ml ampicillinhaltiges LB-Medium entstand. Anschließend 
inkubierte die Hauptkultur für 12 h bei 37°C auf einem Schüttler mit 175 rpm. Die darauf-
folgende Isolation der bakteriellen DNA wurde mit dem peqGOLD XChange Plasmid Maxi 
Kit (Peqlab, Erlangen) analog der Herstellerangaben durchgeführt. Im Anschluss 
resuspendierte man die aufgereinigte DNA in 200 µl Nukleasefreiem Wasser.  
 
4.3.9 Berechnung der Molekülzahl für die In-vivo Transkripte 
Nach einer durchgeführten DNA-Konzentrationsbestimmung der Maxipräparation am 
Nanodrop war es nun möglich durch eine gezielte Berechnung mittels der Avogadro-
Konstante (NA) eine genaue Molekülzahl pro µl zu ermitteln und diese im Anschluss als 
externen Standard für die qRT-PCR zu verwenden. Exemplarisch sei hier einmal die 
Berechnung der Sufu-DNA Moleküle pro µl gezeigt, wobei die Gesamtgröße des eingesetzten 
pGEM®-T Easy Vektors, sowie die Länge des zusätzlich eingeklonten Insert beachtet werden 
musste. 
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Nach der erfolgten Berechnung verdünnte man die DNA Transkripte auf eine Konzentration 
von 1010 Moleküle/µl mit Nukleasefreiem Wasser, aliquotierte diese und lagerte sie bei -20°C. 
Bei Bedarf wurde nun der Standard für die qRT-PCR auf die gewünschte Konzentration 
verdünnt. 
 
4.4 In-vitro Toxizitätsprüfung mittels MTT 
 
Um einen möglichen toxischen Effekt auf die Zellen durch das Transfektionsagenz bzw. der 
siRNA ausschließen zu können, wurde die Zellviabilität in Abhängigkeit des Kultivierungs-
zeitraumes über einen MTT-Test bestimmt. Dieses in-vitro Testverfahren beruht auf der 
Reduktion des wasserlöslichen, gelben Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT) in ein violettes wasserunlösliches Formazan (Abb. 5) 
über die mitochondriale Succinat-Dehydrogenase. Da nur in gesunden Zellen die Spaltung des 
Tetrazoliumringes möglich ist bzw. geschädigte Zellen eine verringerte Formazanbildung 
aufweisen, besteht die Möglichkeit durch eine photometrische Messungen der Farbadsorption 
bei einer Wellenlänge von 560 nm, Rückschlüsse auf die Toxizität einer bestimmten Substanz 
zuziehen. So kann man sagen, dass die gemessene Formazanbildung mit der Anzahl lebender 
Zellen in der Kultur korreliert. 
Berechnung der In-vitro Transkripte 
 Anzahl  transkribierter  Moleküle µμl=   2*𝑐!"# g µμl *  𝑁!   Moleküle molMA*  bpA + MT*  bpT + MC*  bpC + MG*  bpG *   g mol  
 
cDNA = gemessenen DNA Konzentration an Nanodrop = 4,38 + 10-7g/µl 
NA = Avogadro-Konstante = 6 * 1023 [Moleküle/mol] 
MA = Molekulargewicht Adenin = 329 g/mol è bpA = Anzahl von Adenin vom Vektor (inkl. Insert) = 817 
MT = Molekulargewicht Thymin = 319 g/mol è bpT = Anzahl von Thymin vom Vektor (inkl. Insert) = 777 
MC = Molekulargewicht Cytosin = 315 g/mol è bpC = Anzahl von Cytosin vom Vektor (inkl. Insert) = 796 
MG = Molekulargewicht Guanin = 345 g/mol è bpG = Anzahl von Guanin vom Vektor (inkl. Insert) = 818 
 5,018  *  𝟏𝟎𝟏𝟏Moleküle µμl=   2  *  𝟒,𝟑𝟖 ∗ 𝟏𝟎!𝟕 g µμl *  𝟔 ∗   𝟏𝟎𝟐𝟑   Moleküle mol1049606   g mol  
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Abb. 5: Prinzip des MTT-Testverfahrens. Strukturelle Umwandlung von 3-(4,5-Di-methylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT) zu Formazan durch mitochondriale Reduktasen. 
 
Um die Toxizität des Transfektionsagenz Interferin sowie eine mögliche schädigende 
Wirkungen der siRNA auf die Zellen ausschließen zu können, wurden die unterschiedlichen 
Zellen einem Sufu siRNA Knockdown, analog der Transfektion in Abschnitt 4.2.5 unter-
zogen, wobei als Negativkontrolle Zellen dienten, welche ausschließlich mit Interferin bzw. 
mit reinem Medium kultiviert wurden. Anschließend führte man über einem Zeitraum von     
72 h, bzw. 96 h bei den humanen Zellen, alle 24 h eine MTT-Messung durch. Dabei 
fungierten die Zellen, welche lediglich mit Medium kultiviert wurden als Richtwert. Für die 
MTT-Messung inkubierte man die Zellen zunächst für 2 h mit einer MTT-Lösung, aus        
0,5 mg/ml MTT in Kulturmedium, aufgenommen und bei 37°C. Anschließend erfolgte die 
Lyse der Zellen mittels DMSO, wobei die Zellen erneut für 1 h bei Raumtemperatur 
inkubierten. Danach konnte der mögliche Farbumschlag photometrisch bei einer Endpunkt-
messung bei 560 nm bestimmt werden. 
 
4.5 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Test  
 
Um entstehende Schwankungen bezüglich unterschiedlicher Zellzahlen in den einzelnen 
gemessenen Wells der MTT-Bestimmung auszugleichen, wurden die ermittelten Wellen-
längen noch auf den Proteingehalt des einzelnen Wells normiert. Dafür kam die quantitative 
Proteinbestimmung nach Bradford zum Einsatz, bei der mittels einer photometrischen 
Extinktionsmessung von Coomassie-Brilliant-Blue G-250 auf das Referenzprotein, hier 
Bovines Serumalbumin (BSA), die entsprechende Proteinkonzentration ermittelt werden 
kann. Diese Detektion beruht darauf, dass der Farbstoff mit den Aminogruppen der Proteine 
einen Komplex bildet, welcher eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 
595 nm zur Folge hat. 
Für diesen Versuch wurden die Zellen über Nacht mit NaOH bei 37 °C lysiert und an-
schließend 10 µl des Lysates in eine Mikrotiterplatte überführt und mit 200 µl einer 
kommerziell erworbenen Bradford-Lösung versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 10 min, 
Methoden 
38	  	  
bei Raumtemperatur, konnte die photometrische Messung durchgeführt und die MTT-Daten 
mit den erhaltenen Proteinkonzentrationen verrechnet werden. 
 
4.6 Tcf/Lef-Reportergen Assay 
 
Tcf/Lef Reportergen Systeme dienen der sensitiven Quantifizierung der aktiven β-Catenin 
Translation, da erst durch dessen Translokation in den Kern die Tcf/Lef assoziierten Enzyme 
gebildet werden können. Das Gen für die sogenannte Gaussia Luciferase, welche aus dem 
Tiefsee Cephalopoden Gaussia princeps stammt, befindet sich dabei auf einem Plasmid, das 
durch eine vorhandene Tcf/Lef Bindestellen mit der DNA interagiert, expremiert und das 
gebildete Enzym in den Überstand sezerniert. In diesem Fall kamen die von der AG Gaunitz 
entwickelten Top bzw. Fop-Gau Plasmide (Abb. 6) zum Einsatz. 
 
 
Abb. 6: Zusammensetzung der Plasmide (nach Gaunitz et al.). A: Top-Gau Plasmid mit einer Größe von 
4442 bp - inklusive der Tcf binding site; B: Fop-Gau Plasmid mit einer Größe von 4432 bp - inklusive der 
mutierten Tcf binding site. 
 
4.6.1 Doppeltransfektion von Plasmid und siRNA 
Die Plasmide des Reportergen-Systems wurden parallel mit einer siRNA in einer Doppel-
transfektion in die Hepatozyten gebracht. Dabei verfuhr man nach der Herstellerangabe des 
Transfektionsagenzes TransIT-X2TM Dynamic Delivery System (Mirus Bio LLC – Madisson). 
So wurden die 100 000 Hepatozyten pro Well nach dem Absetzten für 20 Stunden bei 37 °C 
in Kulturmedium im Brutschrank inkubiert. Beim anschließenden Mediumwechsel wurde 
dann der Transfektionsansatz, bestehend aus 500 µl Kulturmedium, 1,5 µl Transfektions-
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agenz, 0,5 µl Plasmid-DNA und 20 nM siRNA pro well hinzugegeben und erneut für 24 h 
oder 48 h inkubiert.  
 
4.6.2. Gaussia Luciferase Aktivitätsmessung 
Die Gaussia Luciferase ist ein Reportergen, welches nach der Amplifikation in den Überstand 
abgegeben wird und durch Zugabe eines geeigneten Substrates seine enzymatische Aktivität 
entfaltet (Abb. 7A). 
 
 
Abb. 7: Prinzip der Aktivität der Gaussia Luciferase. A: Prinzip der enzymatischen Reaktion der Gaussia 
Luciferase bei dem das Coelenterazin in Verbindung mit Sauerstoff durch das Enzym zu Coelenteramide, CO2 
und Licht umgewandelt wird; B: Emissionsspektrum der Gaussia Luciferase mit einem Optimum bei 485 nm.  
 
Dafür wurden zu den verschiedenen Zeitpunkten 10 µl des Überstandes, als Doppel-
bestimmung, in eine 96well Mikrotiterplatte überführt und mit 50 µl der Detektionslösung 
versetzt, welches man zuvor frisch aus dem 50x Coelenterazin und dem dazugehörigen 1x 
Puffer hergestellt hatte. Durch die Zugabe des Substrates Coelenterazin wurde die Gaussia 
Luciferase enzymatisch aktiv und katalysierte die fluoreszenzbasierte Reaktion (Abb. 7A). 
Dessen Emissionsmessung erfolgte anschließend im optimalen-Bereich (Abb. 7B) bei 485 nm 
in einem Luminometer.  
 
4.7 Computergestützte Modellierung von siRNA Experimenten 
 
Die Forschungsgruppe Systembiologie/Bioinformatik um den Leiter Herrn Prof. Dr. Reinhard 
Guthke und Dr. Wolfgang Schmidt-Heck aus dem Leibnitz-Institut für Naturstoffforschung 
und Infektionsbiologie e.V. - Hans-Knöll-Institut aus Jena führten für diese Arbeit diverse 
Computermodellierungen aus erhobenen Datensetzten durch. Diese basierten auf einer 
abgewandelten Form des mathematischen Fuzzy-Modells. Dabei wurde folgende Formel 
berücksichtigt: 
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Die Modellierung der Daten erfolgte über das sogenannte „Fuzzy-rule based system“ (FRBS), 
bei dem die Analysestruktur auf einem Input und einem Output Signal basiert. Dabei gibt man 
die erhobenen Daten aller Eingangssituationen separat in das System ein. Die anschließende 
Bewertung läuft über den Fuzzy-A-priori-Algorithmus und einer Bewertung über den 
Anpassungsfehler. 
 
4.8 Statistische Auswertung der erhobenen Daten 
 
Für die statistische Auswertung der durchgeführten Experimente kamen in Abhängigkeit der 
Versuche unterschiedliche Verfahren zum Einsatz. Alle Statistiken wurden mittels des 
computergestützten Programmes GraphPad Prism 4.0 erhoben. 
Der „Abhängige t-Test“ musste für die siRNA Experimente genutzt werden, da es sich hierbei 
immer um zwei verbundene abhängige, normalverteilte Daten handelte, die auf ihre Differenz 
in der normalverteilten Grundgesamtheit untersucht werden müssen. Dies galt auch für die 
Inkubationen mit Cyclopamin, SAG und den Rekombinanten Proteinen. Von einer Normal-
verteilung wird auch bei den erhobenen Daten der Zelllinien, sowie der vergleichenden 
Ergebnisse der pp zu pc Hepatozyten ausgegangen. Da es sich hier jedoch nicht um direkt 
miteinander verbundene Daten handelte, kam in diesem Fall der „Einstichproben t-Test“ zum 
Einsatz. Bei Ergebnissen aus den transgenen Tieren musste man davon ausgehen, dass es sich 
hierbei nicht um eine parametrisch verteilte Grundgesamtheit handelte, was zu der 
Veranlassung führte den „Mann-Whitney-U-Test“ hinzuzuziehen. Dies galt ebenfalls für alle 
Experimente mit humanen primären Hepatozyten. Als Standardabweichung wurde immer der 
„Standard Error of Mean“ (SEM) aufgetragen. 
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5. Ergebnisse 
 
5.1 Vergleich von Hedgehog und Wnt/β-Catenin in pp und pc Hepatozyten 
 
Wie bereits einleitend erwähnt spielt die Zonierung der morphologischen Prozesse eine ent-
scheidende Rolle in der Metabolisierung der Leber. Vor allem die perizentrale (pc) Lage der 
Glutaminsynthetase ist kennzeichnend für diesen Prozess. Sie gilt als direkter Marker für den 
Wnt/β-Catenin Signalweg, was zusätzlich durch die perizentrale Lokalisation des trans-
kriptionsvermittelnden Proteins β-Catenin belegt werden konnte (Gebhardt et al., 2007; 
Gebhardt et al., 2010). Um zu erfahren wie sich die Expression der beiden Signalkaskaden in 
den unterschiedlichen Zellpopulationen verteilt und vor allem ob der Hh Signalweg ebenfalls 
eine Zonierung aufweist, wurde mittels der quantitativen Echtzeit-PCR die mRNA 
Transkription von verschiedenen Genen der Kaskaden ermittelt. 
Abbildung 8B verdeutlicht, dass auch die gemessene Expression des entsprechenden Gens für 
β-Catenin, Ctnnb1, zur perizentralen Zone im Lobulus tendiert, welche aber nicht signifikant 
auf diese Region beschränkt ist. Ähnliche Ergebnisse zeigten ein Großteil aller gemessenen 
Gene der kanonischen Wnt Kaskade auf. Sie erfuhren ebenfalls in den pc Hepatozyten, im 
Vergleich zu den pp Zellen, eine verstärkte Transkription. Davon waren Wnt5a, sowie die 
extrazellulären Signalwegsinhibitoren Dkk3 und Wif1 signifikant pc zoniert. Lediglich die 
Expression der Inhibitoren Dkk1 und Sfrp1 lag vorwiegend in der periportalen Zone, wobei 
die Sfrp1 Transkription hochsignifikant pp expremiert war. 
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Abb. 8: Grafische Darstellung der Genexpressionsanalysen der morphogenen Signalwege in perizentralen 
und periportalen Hepatozyten. A: Expressionen von Genen des Hedgehog Signalwegs; B: Expressionen von 
Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die 
erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Ände-
rung der mRNA Expression wurde zwischen den pc und pp Zellen verglichen, wobei das Expressionsniveau der 
pc Hepatozyten als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der pp Zellen relativ dazu berechnet wurden. 
Hierbei wurden die Mittelwerte der Veränderungen mit der S.E.M. aufgetragen (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
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Die Abbildung 8A zeigt, dass die meisten Gene des Hh Signalwegs vorangig in den pp Zellen 
transkribiert wurden (Abb. 8A), wobei es zu größeren individuellen Schwankungen in den 
einzelnen Tieren kam (einige Messungen wurden von Dr. Matz-Soja und Fr. Marbach 
durchgeführt). Signifikant pp zoniert waren die Expressionen für Ptch1, Smo, Sufu und Gli3. 
Die Transkriptionsfaktoren Gli1 und Gli2 tendierten jedoch eher in den perizentralen Bereich. 
Für die pc Zone wurde der Hh-Ligand Ihh signifikant detektiert. 
 
5.2 Einfluss von morphogenen Signalwegen durch RNAi in primären Maushepatozyten 
 
Um den Verlust eines oder mehrerer Gene in den Signalkaskaden und dessen Auswirkungen 
auf den jeweilig anderen morphogenen Signalweg experimentell zu untersuchen, kam das 
RNAi System zum Einsatz. Dabei wurde die siRNA unter Zuhilfenahme des Trans-
fektionsagenz Interferin in die primären Maushepatozyten eingeschleust und die Wirkung 
mittels quantitativer Real-Time PCR auf das Expressionsniveau einzelner Gene des Hedgehog 
und des kanonischen Wnt Signalwegs hin untersucht. 
 
5.2.1 Zellviabilität mittels MTT – Test im siRNA Knockdown 
 
Ein MTT - Zellviabilitätstest sollte die Verträglichkeit der Hepatozyten bezüglich der 
Reagenzien, welche während des RNAi Versuches zur Anwendung kamen, in kultivierten 
Zellen prüfen. Dafür war es nötig die spezifische Extinktion der Proben aus 3 biologischen 
Replikaten photometrisch zu ermitteln. Abbildung 9 verdeutlicht, dass es über den gesamten 
Inkubationszeitraum von 72 Stunden zu keiner signifikanten Abweichung der Zellviabilität 
zwischen den eingesetzten Prüfsubstanzen in Bezug auf die Kontrolle, das reine Kultur-
medium, gekommen war, so dass die getesteten Konzentrationen der Reagenzien für die 
künftigen Arbeiten genutzt werden konnten, ohne dass eine Beeinflussung zu erwarten 
gewesen wäre. 
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Abb. 9: Zeitlicher Verlauf der Zellviabilität von primären Hepatozyten mittels einen MTT- Test nach 72 
stündiger Kultivierung mit dem Medium, dem Transfektionsagenz Interferin, der Nonsense RNA, sowie der 
Sufu siRNA. Spezifische Extinktion der Zellen in MTT OD560nm zu mg/ml Protein ins Verhältnis gesetzt (n=3).  
Ergebnisse 
43	  	  
5.2.2 Gezielter siRNA Knockdown des Hedgehog Signalwegs 
 
5.2.2.1 Zeitlicher Verlauf des siRNA Knockdowns 
 
Zur Etablierung eines geeigneten RNAi-Untersuchungssystems für die anschließenden ver-
gleichenden Expressionsanalysen waren weitere Tests notwendig. Neben der Auswahl der 
optimalsten siRNA Einsatzmenge, welche bei den Einzelknockdowns 10 nM pro well bzw.  
15 nM pro well im Doppelknockdown betrugt, ist es nötig gewesen den besten Zeitpunkt für 
die RNA Isolation nach einem erfolgten siRNA Knockdown zu ermitteln. Hierfür wurde 
zunächst der zeitliche Verlauf der Expressionsverringerung über einen Zeitraum von 72 h 
bestimmt. Dabei erfolgte alle 8 Stunden eine Probenahme und die Ermittlung der ent-
sprechenden Genexpression für den jeweiligen siRNA Knockdown. Infolgedessen kristal-
lisierte sich bei einer biologischen Wiederholung von 3 - 9 Tieren der 48 h Wert als bester 
Zeitpunkt heraus. In allen durchgeführten Einzelknockdowns, d.h. bei Ptch1, Ptch2, Smo, 
Stk36 und Sufu (Abb.: 10 A-B, D-F), zeigte sich nach 48 h eine signifikante Verringerung der 
Genexpression. Lediglich im Ptch1/Ptch2 Doppelknockdown, Abb. 10C, war keine Signifi-
kanz erkennbar. Um die Ergebnisse vergleichend betrachten zu können wurde auch hier nach 
48 h der Versuch beendet. Alle Ergebnisse der siRNA Experimente wurden im Anschluss 
jeweils auf die entsprechende Nonsense siRNA normiert, welche 100 % bzw. 1 entsprach. 
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Zeitlicher Verlauf des relativen Ptch1 + Ptch2 Expressionsniveaus
nach der gemeinsamen Inkubation mit Ptch1 und Ptch 2 siRNA
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Zeitlicher Verlauf des relativen Smo Expressionsniveaus
nach der Inkubation mit Smo siRNA
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Zeitlicher Verlauf des relativen Stk36 Expressionsniveaus
nach der Inkubation mit Stk3 siRNA
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Zeitlicher Verlauf des relativen Sufu Expressionsniveaus
nach der Inkubation mit Sufu siRNA
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Abb. 10: Grafische Darstellung des siRNA Knockdown Verlaufes von Hedgehog Genen über einen 
Zeitraum von 72 Stunden. A: Ptch1 siRNA Knockdown (n = 9); B: Ptch2 siRNA Knockdown (n = 9);            
C: Ptch1/Ptch2 siRNA Doppelknockdown (n = 6); D: Smo siRNA Knockdown (n = 6); E: Stk36 siRNA 
Knockdown (n = 3); F: Sufu siRNA Knockdown (n = 9). Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR 
bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, 
normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der Nonsense und der jeweiligen siRNA 
verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense Ergebnisse als 1 gesetzt und die entsprechende 
Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die 
Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05; ** p < 0,01 – Gepaarter T-Test). 
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5.2.2.2 Expressionsergebnisse nach erfolgtem Ptch siRNA Knockdown 
 
Die durchgeführte Ptch siRNA Knockdowns in den primären Hepatozyten zog eine Reihe von 
Veränderungen der Genexpression im Hedgehog Signalweg nach sich, was die Abb. 11A 
graphisch verdeutlicht. Dabei ist erkennbar, dass die Verringerung der Ptch2 Transkription 
nach 48 Stunden, welche signifikant herunter reguliert war, zu einer kennzeichnenden 
Abnahme des Ihh Gens führte. Auch Gli3 erfuhr im Ptch1 siRNA Knockdown eine deutliche 
Zunahme der Transkription. Andere Gene der Signalkaskade, welche in diesem Zusammen-
hang untersucht wurden, reagierten ebenfalls auf die Knockdowns. Jedoch waren diese Verä-
nderungen der Genexpression innerhalb der untersuchten Gruppe von 8-12 Tieren nicht 
signifikant und wiesen starke Schwankungen untereinander auf.  
Wenig ist aus der Literatur bezüglich einer Verbindung zwischen dem Protein Ptch und dem 
Wnt/β-Catenin Signalweg bekannt. So haben Schneider et al. im Zungengewebe              
Ptch–defizienter Mäuse eine Abnahme des β-Catenins im Nukleus nachgewiesen (Schneider 
et al., 2010). Direkte Analysen für die Leber, explizit für Hepatozyten, liegen zum gegen-
wärtigen Zeitpunkt jedoch nicht vor. Die Expressionsanalysen verschiedener Wnt/β-Catenin 
Gene nach einer erfolgten Herunterregulation von Ptch durch den Einsatz von siRNAs, 
welche in Abb. 11B dargelegt sind, zeigten deutlich, dass es zu einer Beeinflussung im               
Wnt/β-Catenin Signalweg kommt. Vor allem der Ptch2 bzw. der Ptch1/2 Doppelknockdown 
bewirkten eine Steigerung der Expressionsaktivität aller hier gemessenen Gene. So wurde die 
Transkription von Wnt9b, Sfrp1, Ctnnb1, Apc und Gsk3β signifikant nach dem Ptch Doppel-
knockdown erhöht. Der Ptch2 Einzelknockdown hingegen beeinflusste vor allem die Genak-
tivität von Ctnnb1, Apc und Gsk3β. In beiden Fällen wirkte die Interaktionskaskade ebenfalls 
auf das signalwegsabhängige Targetgen Ccnd1 ein und steigerte dessen Expression. Der 
Ptch1 Knockdown hingegen zeigte sich weniger effektiv, lediglich das Gen Ctnnb1 reagierte 
signifikant mit einer Abnahme der Regulation.  
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Abb. 11: Grafische Darstellung der Genexpressionsanalysen des Ptch siRNA Knockdowns im Hedgehog 
und im Wnt/β-Catenin Signalweg über einen Zeitraum von 48 Stunden. A: Expressionen von Genen des 
Hedgehog Signalwegs; B: Expressionen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs. Die Genexpression der 
mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expres-
sionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der 
Nonsense und der jeweiligen siRNA verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense Ergebnisse als 1 
gesetzt und die entsprechende Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu berechnet und aufgetragen 
wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
 
5.2.2.3 Expressionsergebnisse nach erfolgtem Smo siRNA Knockdown 
 
Das relative mRNA Expressionsniveau verschiedener Hedgehog und Wnt/β-Catenin Signal-
wegsgene nach einem 48 stündigem Smo siRNA Knockdown sind in Säulendiagrammen 
grafisch dargelegt (Abb. 12A und B). Diese verdeutlichen, dass die kennzeichnende Herunter-
regulation des Smo Gens eine Reihe von Veränderungen im Hh Signalweg nach sich zog. So 
verringerte sich die Regulation von Ihh signifikant auf 2/3 des Ausgangsniveaus. Ebenfalls 
reagierten die Transkriptionsfaktoren Gli1 und Gli3 mit einer Abnahme ihrer Expression, 
welche jedoch nicht signifikant waren. Gli2 hingegen steigerte seine Aktivität um ca. 50 %, 
aber auch hier konnte keine Signifikanz festgestellt werden. 
Über eine Verbindung zwischen dem G-gekoppelten Rezeptorprotein Smo und dem kano-
nischen Wnt-Signalweg gibt es in der Literatur nur unzulängliche Informationen. Abbildung 
12B zeigt, dass es zu einer starken Verringerung in den Transkriptionen der Gene Apc und 
Gsk3β nach erfolgtem Smo siRNA Knockdown kommt. Die Ergebnisse der Wnt Liganden 
Wnt5a und Wnt9b, sowie des Inhibitors Dkk1 und des Targetgens Ccnd1 lassen auf eine 
Zunahme der Expressionsaktivität hindeuten, welche aber aufgrund der Schwankungen in den 
einzelnen Tieren nicht signifikant ist. Insgesamt kann man jedoch davon sprechen, dass der 
Verlust des Smo Gens einen Einfluss auf den Wnt/β-Catenin Signalweg zu haben scheint. 
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Abb. 12: Grafische Darstellung der Genexpressionsanalysen des Smo siRNA Knockdowns im Hedgehog 
und im Wnt/β-Catenin Signalweg über einen Zeitraum von 48 Stunden. A: Expressionen von Genen des 
Hedgehog Signalwegs; B: Expressionen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs. Die Genexpression der 
mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expres-
sionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der 
Nonsense und der Smo siRNA verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense Ergebnisse als 1 gesetzt 
und die entsprechende Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. 
Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05). 
 
5.2.2.4 Expressionsergebnisse nach erfolgtem Stk36 und Sufu siRNA Knockdown 
 
Verringerte man die Expression des Gens für den Inhibitor Sufu in primären Maushepato-
zyten, konnte man einen direkten Effekt im Hedgehog Signalweg beobachten. Dies galt 
hingegen nicht für dessen Konkurrenten im Inhibitionskomplex Stk36. Hierbei kam es eher zu 
einer gegensätzlichen Antwort in der Hh Kaskade (Abb. 13A). So bewirkte die signifikante 
Abnahme der Sufu Expression eine Steigerung der Gli Transkriptionsfaktoren, wobei die 
Gene für Gli2 und Gli3 signifikant 3-5 fach stärker reguliert wurden. Die Stk36 Inhibition 
hingegen verursachte eine verstärkte Verringerung der Transkription von Gli3 um ca. 80 %. 
Auch das Ihh, welches im Sufu KD eine leichte Erhöhung der Expression zeigte, fiel im 
Stk36 KD signifikant um ca. 50 % ab. 
Eine in der Literatur beschrieben Verbindung zwischen Sufu und dem Wnt/β-Catenin 
Signalweg konnte man auch in den primären Maushepatozyten beobachten (Abb. 13B). 
Jedoch schien hier nicht das Protein als Inhibitor für die kanonische Signalkaskade zu 
fungieren, sondern einen gegenläufigen Effekt zu haben. Man sah, dass mit dem Verlust der 
Sufu Genexpression eine signifikante Verringerung aller hier gemessenen Komponenten des 
Wnt/β-Catenin Signalwegs einherging, wobei die Gene in ihrer Regulation leicht bis stark 
verringert waren. Vor allem Gsk3β, Axin2 und die Targetgene Myc und Ccnd1 wurden 
signifikant reprimiert. Aber auch die Inhibitoren Sfrp1 und Dkk1, sowie der Ligand Wnt5a 
waren eindeutig gehemmt. Der Stk36 KD hingegen schien auf die Wnt/β-Catenin Kaskade 
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keinen großen Einfluss zu haben. Zwar zeigten die Dkk Inhibitoren eine ca. 50 %ige Er-
höhung. Diese fiel jedoch nicht signifikant aus. Die weiteren gemessenen Gene schwankten 
nur gering im Vergleich zur Kontrolle. 
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Abb. 13: Grafische Darstellung der Genexpressionsanalysen des Stk36 und Sufu siRNA Knockdowns im 
Hedgehog und im Wnt/β-Catenin Signalweg über einen Zeitraum von 48 Stunden. A: Expressionen von 
Genen des Hedgehog Signalwegs; B: Expressionen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs. Die Gen-
expression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-
Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen 
der Nonsense und der jeweiligen siRNA verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense Ergebnisse als 1 
gesetzt und die entsprechende Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu berechnet und aufgetragen 
wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
 
5.2.2.5 Expressionsergebnisse nach erfolgtem Gli siRNA Knockdown 
 
Bei den durchgeführten und bereits etablierten, Gli siRNA Knockdowns wurde die Inkubation 
erst nach 72 h abgestoppt und die entsprechende RNA isoliert. In diesem Fall ist auf eine 
Messung des Hh Signalwegs verzichtet und lediglich die Genexpression der kanonische Wnt 
Kaskade untersucht worden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 in einem Diagramm 
dargelegt. Es zeigte sich deutlich, dass es innerhalb der einzelnen Tiere zum Teil zu sehr 
großen Schwankungen im Expressionsbild kam, so dass nur bei wenigen Genen eine 
signifikante Einflussnahme gemessen werden konnte. So verringerte zum Beispiel der Gli2 
Knockdown die Expression von Wnt5a und Ccnd1 um mehr als 50 %. Ctnnb1, das Gen für  
β-Catenin, wurde hingegen durch die Gli1 und Gli3 siRNA signifikant inhibiert. Ebenfalls 
signifikant wirkte der Gli3 Knockdown auf die Genregulation von Wnt5a ein.  
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Abb. 14: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen des Gli siRNA Knockdowns im Wnt/β-Catenin 
Signalweg über einen Zeitraum von 72 Stunden. Expressionen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs. 
Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den 
entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA 
Expression wurde zwischen der Nonsense und der jeweiligen siRNA verglichen, wobei das Expressionsniveau 
der Nonsense Ergebnisse als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu 
berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05; 
** p < 0,01). 
 
5.2.2.6 Fuzzy Modellierung von Zeitkurven des Hedgehog siRNA Knockdowns 
 
Bei genauerer Betrachtung der Hedgehog Kaskade im zeitlichen Verlauf eines erfolgten 
siRNA Knockdowns, wurde deutlich, dass es sich hierbei um ein dynamisches System 
handelte, welches sich sehr gut für eine mathematische Modellierung eignete, das auf dem 
Prinzip der „Fuzzy“ basiert und durch das Differenzengleichungsmodell ermittelt werden 
kann. Diese Modellierungsarbeiten sind durch die Mitarbeiter des Hans-Knöll Instituts, Jena 
auf der Basis von gemessenen Expressionszeitreihen von Hh Signalwegskomponenten erstellt 
worden. Leider lagen zum gegenwärtigen Zeitpunkt nur die Ergebnisse aus 2 Tieren vor, 
welche in Abbildung 15 dargestellt sind. Dabei wurde in diesem Modell die Eingangsgröße 
Gen, das heißt der Knockdown, für die Modelle Ptch1, Ptch2 und Sufu berücksichtigt, jedoch 
die Eingangsgröße Zeit zunächst vernachlässigt und nur der Zeitpunkt 20 h betrachtet. 
Allgemein sagt das Modell, basierend auf dem Systemzustand zu einem bestimmten Zeit-
punkt t, die Änderung des Systems zu dem entsprechenden Zeitpunkt t+1 voraus. Bei der 
Übertragung der gefitteten, experimentell ermittelten Daten auf die Fläche zur Visulisierung 
des Modells, wurden die gemessenen Expressionswerte für Smo und Gli3 in den einzelnen 
Knockdowns zum Zeitpunkt 20 h herangezogen um die daraus resultierende Veränderung von 
Gli1 technisch voraussagen zu können (Abb. 16 A-C). Zusammenfassend aus den 3 
Knockdown Experimenten, Ptch1, Ptch2 und Sufu, konnte man sagen, dass eine Abregulation 
der Gli3 Expression. bei einem parallelen konstanten Smo Niveau, zu einer Erhöhung von 
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Gli1 führte. Insgesamt wurde hier deutlich, dass die Übertragung auf der Basis von 4 Werten 
ein sehr vages Experiment ist und es noch weiterer Messungen bzw. die Zuhilfenahme 
weitere Daten bedarf. Die für die Berechnung genutzten Zeitdiagramme der Genexpressionen 
sind im Anhang abgebildet (Abb. 39). 
 
 
Abb. 15: Grafische Darstellung von der Fuzzy Modellierung der zeitlichen Genexpressionsanalysen eines 
Ptch1, Ptch2 und Sufu siRNA Knockdowns über einen Zeitraum von 72 h. A: Ermittelte Netzwerkstruktur 
des Hedgehog Signalwegs nach erfolgtem siRNA Knockdown; B: Visualisierung des Übertragungsverhältnisses 
von Genen Des Hedgehog Signalwegs nach erfolgtem siRNA Knockdown; C: Expressionelle Zeit-
kurvendiagramme von Hedgehog Genen, welche in die Modellierung mit eingeflossen sind. 
 
5.2.2.7 Expressionsergebnisse in pp und pc Hepatozyten nach Sufu siRNA Knockdown 
 
Wie in Abschnitt 5.1 bereits verdeutlicht wurde, gibt es eine direkte bzw. indirekte Verbin-
dung zwischen der Lokalisation der beiden hier beleuchteten morphogenen Signalwege 
bezüglich ihrer Verteilung in den periportalen und perizentralen Bereichen des Leberlobulus. 
Bei einer Erhöhung der Hh Aktivität, welcher vor allem in den pp Zellen zu finden ist, durch 
einem gezielten 48 stündiger Sufu siRNA Knockdown in pp sowie in pc Hepatozyten, wurde 
erkennbar, dass die Expression von Genen des Hh Signalwegs nur leichte Veränderungen 
erfuhren (Abb. 16A und C). Dabei reagierten die pc Zellen stärker auf den Einfluss der 
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siRNA. Vor allem bei den Transkriptionsfaktoren Gli1 und Gli3 kam es in den perizentralen 
Hepatozyten zu einer verstärkten Genexpression, welche man für Gli1 ebenfalls auch im 
periportalen Bereich sehen konnte. Ferner stieg in beiden Zelltypen die Transkriptionsrate des 
Membranproteins Ptch2 an. Allerdings war aufgrund der individuellen Schwankungen keine 
Signifikanz erkennbar. 
Eine zum Teil signifikante Steigerung der Wnt/β-Catenin Kaskade durch die Abnahme der 
Sufu Aktivität war vor allem in den Genen der pc Zellen, wie Wnt9b und Dkk3, zu erkennen 
(Abb. 16B und D). Insgesamt jedoch stellte sich die Reaktion des Wnt/β-Catenin Signalwegs 
als sehr individuell verschieden heraus, so dass es zu großen Abweichungen innerhalb der 
Genexpressionen kam. 
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Abb. 16: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen der morphogenen Signalwege in perizentralen 
und periportalen Hepatozyten nach erfolgtem Sufu siRNA Knockdown über einen Zeitraum von 48 h.             
A: Expression von Genen des Hedgehog Signalwegs in pp Hepatozyten; B: Expression von Genen des Wnt/β-
Catenin Signalwegs in pp Hepatozyten; C: Expression von Genen des Hedgehog Signalwegs in pc Hepatozyten;                    
D: Expression von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs in pc Hepatozyten. Die Genexpression der mRNA 
wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als 
Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der Nonsense und der 
Sufu siRNA verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense Ergebnisse als 1 gesetzt und die 
entsprechende Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei 
sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
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5.2.3 Gezielter siRNA Knockdown des Wnt/β-Catenin Signalwegs 
 
Nachdem ein Einfluss des Hh Signalwegs auf die Wnt/β-Catenin Kaskade durch verschie-
denste RNAi Bedingungen experimentell nachgewiesen werden konnte, sollte nun, unter dem 
Einwirken eines Ctnnb1 – bzw. eines Apc siRNA Knockdowns, die Verbindung zwischen den 
morphogenen Signalwegen von der Wnt/β-Catenin Kaskade aus auf den Hh überprüft 
werden. 
 
5.2.3.1 Zeitlicher Verlauf des Apc und Ctnnb1 siRNA Knockdowns 
 
Auch im Falle der Apc bzw. der Ctnnb1 siRNA wurde zunächst eine Voruntersuchung 
durchgeführt, um auch hier die optimalsten Bedingungen, wie Inkubationszeit und Konzen-
tration, zu ermitteln. Für diesen Vorversuch sind, wie bereits im Abschnitt 5.2.2.1 
beschrieben, die primären Maushepatozyten mit einer n-Zahl von 3-8 Tieren über einen 
Zeitraum von 72 h mit der siRNA kultiviert und alle 8 h, bzw. im Fall von Ctnnb1 alle 24 h, 
beprobt worden. Daraus ergaben sich die in Abb. 17 dargelegten Zeitkurven des Ctnnb1 und 
Apc siRNA Knockdowns. Auch hier zeigten sich nach 48 h bereits signifikante Ver-
ringerungen der Genexpressionen, so dass auch in diesem Fall, analog der vorangegangenen 
Versuche, mit dem 48 h Wert weiter gearbeitet wurde. 
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Abb. 17: Grafische Darstellung des siRNA Knockdownverlaufs von Wnt/β-Catenin Genen über den 
Zeitraum von 72 Stunden. A: Ctnnb1 siRNA Knockdown (n = 3); B: Apc siRNA Knockdown (n = 3). Die 
Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden 
β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde 
zwischen der Nonsense und der jeweiligen siRNA verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense 
Ergebnisse als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu berechnet und 
aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05; ** p < 0,01 – 
Gepaarter T-Test). 
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5.2.3.2 Expressionsergebnisse nach erfolgtem Ctnnb1 und Apc siRNA Knockdown 
 
Zunächst wurden die Einflüsse der signifikant verringerten Ctnnb1 bzw. Apc Transkriptionen 
auf die Expression von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs hin untersucht (Abb. 18A). 
Diese Ergebnisse zeigten eine signifikante Abregulation des Inhibitors Sfrp1, sowie eine       
2-fache Erhöhung von Dkk1 durch die Inaktivierung der Apc Expression. Auch das Targetgen 
Myc steigerte seine Transkription signifikant. Die Einflussnahme auf die weiteren gemes-
senen Gene durch die Repression von Apc fiel nicht so intensiv aus bzw. wies in den Indivi-
duen starke Schwankungen auf. Ähnliches galt für die Wirkung der Ctnnb1 siRNA. Auch hier 
kam es nur zu geringen Transkriptionsveränderungen. Lediglich Wnt5a offenbarte eine Stei-
gerung seiner Expressionsaktivität um mehr als das 3-fache. 
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Abb. 18: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen des Ctnnb1 und Apc siRNA Knockdowns über 
einen Zeitraum von 48 Stunden. A: Expression von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs; B: Expression von 
Genen des Hedgehog Signalwegs. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die 
erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die 
Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der Nonsense und der jeweiligen siRNA verglichen, wobei 
das Expressionsniveau der Nonsense Ergebnisse als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der siRNA 
Ergebnisse relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. 
aufgetragen worden (* p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,005). 
 
Der Verlust des Inhibitors Apc bewirkte auch im Hh Signalweg z.T. signifikante Ver-
änderungen. Vor allem der Einfluss auf den Liganden Ihh war sehr stark ausgeprägt. So kam 
es im Ihh Gen zu einer 6-fachen Erhöhung der Expression (Abb. 18B). Aber auch das Gen 
Stk36 wurde erheblich stimuliert, wohingegen Gli2 eine beträchtliche Inhibition auf ca. 45 % 
erfuhr. Es waren noch weitere Hh-Gene dem Apc Knockdown unterworfen, allerdings 
konnten aufgrund der individuellen Schwankungen in den einzelnen Tieren keine weiteren 
Signifikanzen detektiert werden. Diese Schwankungen in der Transkription traten ebenfalls 
beim Ctnnb1 RNAi Experiment im vielen untersuchten Genen der Hh-Kaskade auf. Gli2 
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konnte in diesem Fall gar nicht detektiert werden. Lediglich das um 10 % geringere 
Expressionsniveau von Sufu war beim Ctnnb1 Knockdown signifikant. 
 
5.2.4  Doppeltransfektion mit Tcf/Lef-Reportergen-System und siRNA 
 
Da die Targetgene der Wnt/β-Catenin Kaskade in ihren Promotorsequenzen Bindestellen für 
die Transkriptionsfaktoren Tcf und Lef enthalten, ist es möglich die Aktivität des Signalwegs 
mittels eines Tcf/Lef Reportersystems, wie in diesem Fall über die Gaussia Luciferase, zu 
quantifizieren. Da dessen Fluoreszenzsignal erst durch die Translokation des Proteins           
β-Catenin aus dem Zytoplasma in den Kern und der anschließenden Bindung mit dem Tcf/Lef 
Komplex aktiv wird, ist es möglich über diesen Prozess die transkriptionsvermittelnde 
Eigenschaft der kanonischen Wnt Kaskade auf die Zielgene zu bestimmen. Diese kann durch 
eine Fluoreszenzmessung des in den Überstand sezernierten Gaussia-Enzyms, welches nur 
bei einer Transkription durch den aktiven Wnt/β-Catenin Signalweg gebildet wird, ermittelt 
werden. Anstatt des kommerziellen häufig genutzten Top/Fop Flash-Systems, basierten die 
hier gewonnenen Ergebnisse auf dem durch die AG Gaunitz etablierten Top/Fop Gau Vektor 
System (Abschnitt 4.6.1). Koppelt man nun dieses Verfahren mit einem gezielten siRNA 
Knockdown, wird es möglich, neben Genexpressionsdaten, zusätzliche indirekt Informationen 
über die Wnt/β-Catenin Signalwegs Tätigkeit auf der Proteinebene zu erhalten.  
Für die hier durchgeführten Doppeltransfektionen sind, ausgehend von den Resultaten der 
vorangegangenen Transkriptionsmessungen, die siRNAs für Apc und Ctnnb1, sowie Sufu, 
welches einen signifikanten Einfluss auf den kanonischen Wnt Signalweg zeigte (Abschnitt 
5.2.2.4), in diese Versuchsreihe mit einbezogen worden. 
Die entsprechenden Knockdown Daten der einzelnen Gene sind in Abb. 19B zu finden und 
verdeutlichen, dass die Hepatozyten, welche eine Doppeltransfektion mit dem Plasmid und 
der Ctnnb1 bzw. Sufu siRNA erfahren haben, wie erwartet, unabhängig von der Top bzw. Fop 
DNA, signifikant die Expression des gewünschten Gens reduzierten. In den Apc RNAi 
behandelten Primärzellen hingegen fand sich eine signifikante Verringerung lediglich in 
Kombination mit dem Top Plasmid. Die Doppeltransfektion mit Fop Gau hingegen wies sehr 
starke Schwankungen, vor allem in den Nonsense Proben, auf. Jedoch kam es auch hier zu der 
erhofften Verringerung der Apc Genexpression. 
Die fluoreszenzvermittelte Reportergenantwort nach der durchgeführten Doppeltransfektion 
mit dem Top/Fop Gau Plasmid und den siRNAs ist in Abbildung 19A dargestellt. Dabei wird 
deutlich, dass im Vergleich zur eingesetzten Nonsense RNA die relative RLU Menge, und 
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somit die Translation der Gaussia Luciferase, in den Ctnnb1 RNAi gelenkten Hepatozyten 
über den gesamten erfassten Zeitraum signifikant um ca. 50 % reduziert war. Ähnliches traf 
auch auf die Sufu siRNA zu. Lediglich zum Ende des Versuches, nach 48 h Inkubation, 
dezimierte sich der Unterschied im Fluoreszenzsignal vergleichend zur Nonsense. Blieb 
jedoch noch immer ca. 25 % unter dem Nonsenseniveau. Die Verringerung der Apc 
Expression hingegen hatte zu keiner Zeit einen Einfluss auf die Tcf/Lef vermittelnde        
Wnt/β-Catenin Translation des Tiefsee Cephalopoden Gaussia Enzyms genommen.  
 
 
Abb. 19: Grafische Darstellung des zeitlichen Verlaufes der Doppeltransfektion mit dem Top/Fop-Gau 
Plasmid und den siRNAs Ctnnb1, Apc oder Sufu. A: Zeitlicher Verlauf der Tcf/Lef Aktivitätsmessung in 
RLU nach erfolgter Doppeltransfektion über 48 h; B: Genexpressionsmessung des entsprechenden siRNA 
Knockdowns (n = 6); (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
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5.3 Beeinflussungen des Hedgehog Signalwegs durch Agonisten und Antagonisten 
 
Um die Ergebnisse der genutzten Systeme für die Erforschung der Interaktionen vom 
morphogenen Hedgehog Signalweg auf die Wnt/β-Catenin Kaskade, wie RNAi Experimenten 
und transgenen Mausmodellen, welche später noch erörtert werden, zu untermauern, wurden 
primäre Maushepatozyten mit bekannten signalwegseigenen Agonisten bzw. Antagonisten, 
sowie rekombinanten Proteinen, wie Ihh und Shh, für den Hedgehog Signalweg inkubiert. 
Diese rekombinanten Proteine initiieren durch ihre Anbindung an die Ptch Proteine die 
Hedgehog Signalkaskade. Als typischer Antagonist für den Hedgehog gilt das Cyclopamin, 
welches als natürliches Alkaloid an das Smo Protein bindet und damit die Signalkaskade 
unterbricht. Ebenfalls an das Smo Protein bindet auch der hier genutzte Agonist SAG 
(Smoothened Agonist), welcher in geringen Dosen, als Stimulator für den Hedgehog gilt und 
die Wirkung von Cyclopamin aufheben kann. 
 
5.3.1 Reaktion des Wnt/β-Catenin Signalwegs durch den Einfluss von Rekombinanten  
         Proteinen der Hedgehog Signalkaskade 
 
Durch die Inkubation der primären Maushepatozyten mit den rekombinanten Proteinen Ihh 
und Shh wurde deutlich, dass auch die Beeinflussung des Hedgehog Signalwegs durch die 
Liganden einen Effekt im kanonischen Wnt Signalweg auslösen können (Abb. 20). Wobei die 
Reaktionen bei fast allen gemessenen Genen parallel verliefen, d.h. in beiden Fällen stieg 
bzw. fiel die Expression unabhängig des Liganden. Lediglich bei Apc, war ein leicht gegen-
läufiger Trend zu beobachten. Insgesamt zeigte sich, dass die Gene für die Membran- bzw. 
für die Extrazellulären Proteine inhibiert waren, wohingegen die Transkription der intra-
zellulären Wnt/β-Catenin Komponenten aktiviert wurde. Aufgrund der starken Schwan-
kungen waren die Ergebnisse lediglich als Tendenzen anzusehen. 
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Abb. 20: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs nach 
der Inkubation mit den rekombinanten Proteinen Ihh und Shh über 48 Stunden. Die Genexpression der 
mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin 
Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der 
PBS Kontrolle und des jeweiligen rekombinanten Proteins verglichen, wobei das Expressionsniveau der PBS 
Kontrolle als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der rekombinanten Proteine relativ dazu berechnet 
und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden. 
 
5.3.2 Reaktion des Wnt/β-Catenin Signalwegs durch den Hedgehog Antagonisten  
         Cyclopamin und den Hedgehog Agonisten SAG 
 
Das teratogene Alkaloid Cyclopamin aus Veratrum califonicum bindet direkt an das Protein 
Smo, wodurch die Hedgehog Kaskade unterbrochen wird (Beachy et al., 2002). Diese 
Inhibierung des Signalwegs bewirkt, dass auch im Wnt/β-Catenin Signalweg Veränderungen 
auftreten (Abb. 21). So kam es zu einer signifikanten Abnahme der Expression der Membran-
proteine Fzd4 und Lrp5. Im Vergleich dazu wurde die Transkription vor allem von Lrp5 
durch den Smo Agonisten (SAG) deutlich gesteigert. Insgesamt zeigte sich, dass es zu 
gegenläufigen Einflüssen von Agonist und Antagonist kommt, vor allem bei den intra-
zellulären Komponenten, sowie den Dickkopf Inhibitoren der kanonischen Wnt Kaskade. Die 
Gene der Liganden und des Inhibitors Sfrp1, wurden hingegen unabhängig von der Substanz 
auf ähnliche Weise in ihrer Aktivität positiv beeinflusst, jedoch gab es erhebliche Intensitäts-
unterschiede zwischen SAG und Cyclopamin. 
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Abb. 21: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs nach 
der Inkubation mit den Antagonisten Cyclopamin und dem Agonisten SAG über 48 h. Die Genexpression 
der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin 
Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der 
DMSO bzw. Wasser Kontrolle und des jeweiligen Antagonisten bzw. Agonisten verglichen, wobei das 
Expressionsniveau der DMSO bzw. Wasser Kontrolle als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der 
Antagonisten bzw. Agonisten relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit 
der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05). 
 
5.4 Einfluss von morphogenen Signalwegen in Transgenen Mausmodellen 
 
Um die gewonnenen in vitro Daten mit in vivo Expressionen zu vergleichen, wurde in dieser 
Arbeit auf 2 verschiedene transgene Mausmodelle zurückgegriffen. Dabei handelte es sich 
zum einen um die sogenannte SLC Maus, bei der durch einen konditionierten, mittels 
Doxycyclingabe hervorgerufenen Smo Knockout der Hedgehog Signalweg im Tier reguliert 
war (Abschnitt 3.6.2). Dieses Mausmodell wurde von Frau Dr. Matz-Soja etabliert und bereits 
auf die Expressionsaktivität des Hh Signalwegs hin untersucht (Matz-Soja, 2013; Matz-Soja 
et al., 2014). Daher sind an diesen Tieren lediglich die Transkriptionsdaten für den           
Wnt/β-Catenin Signalweg erhoben worden. Zusätzlich kamen, neben den bereits in den 
siRNA Experimenten gemessenen Genen, weitere Expressionsmessungen von Wif1, Fzd4, 
Lrp5 und Tcf4, hinzu. Dies liegt darin begründet, dass es sich hierbei um RNA-Material aus 
Frischzellen mit einer viel höheren Grundexpression, und nicht um kultivierte Hepatozyten, 
handelte. Dadurch war es möglich auch Gene zu bestimmen, die nur eine sehr schwache 
Transkription aufweisen, wie zum Beispiel der Wnt/β-Catenin Inhibitor Wif1. 
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Zum anderen kamen ApcloxP Mäuse zum Einsatz (Abschnitt 3.6.2). In diesem Fall wurden 
neben den homozygot gefloxten Tiere (ApcloxP/loxP) auch die heterozygoten Mäuse (ApcloxP/wt) 
mit den Wildtypen (Apcwt/wt) auf ihr Expressionsniveau bezüglich der morphogenen 
Signalkaskaden hin verglichen. 
 
5.4.1 Genexpression des Wnt/β-Catenin Signalwegs in Smo KO-Tieren 
 
Die sogenannten SLC–Mäuse, welche einen signifikant verringerten Hedgehog Signalweg 
aufweisen (Matz-Soja, 2013; Matz-Soja et al., 2014), zeigten auch im Expressionsbild der 
Wnt/β-Catenin Signalkaskade starke Veränderungen im Vergleich zu den Wildtyp Mäusen, 
welche zur Normierung herangezogen wurden, auf (Abb. 22). Vor allem die Gene der 
Dickkopf Inhibitoren Dkk1 und Dkk3 waren im Vergleich SLC Wildtyp zu SLC Homozygot   
3-4-mal stärker reguliert. Ähnlich verhielt sich das Gen Axin2, welches als Target für die 
Wnt/β-Catenin Kaskade gilt. Auch hier war eine signifikante Zunahme der Transkriptions-
aktivität um mehr als das Doppelte zu verzeichnen. Ferner erhöhte sich Ctnnb1. Eine 
erhebliche Inhibition hingegen zeigten die Gene Sfrp1, Wnt9b, Gsk3β und das hier zusätzlich 
gemessene Tcf4. Aufgrund erheblicher individueller Schwankungen in den einzelnen Tierpo-
pulationen, vor allem bei den SLC Wildtyp Mäusen, konnte man bei den weiteren Genen der 
Signalkaskade höchstens von einem Trend bzw. einer konstanten Expression sprechen. 
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Abb. 22: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs in 
SLC-Mäusen. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit 
den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA 
Expression wurde zwischen den SLC Wildtyp Tieren und den jeweiligen SLC Homozygoten Tieren verglichen, 
wobei das Expressionsniveau der SLC Wildtyp Tiere als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der 
SLC Homozygoten Tiere relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der 
S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01). 
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5.4.2. Genexpression des Wnt/β-Catenin Signalwegs in ApcloxP/loxP - Tieren 
 
Die ApcloxP/loxP Mäuse, deren Exon14 des Apc Gens von LoxP-Sites und einer Neomycin-
Kassette, flankiert sind, zeigen morphologisch eine erhebliche Ausbreitung der perizentralen, 
Wnt/β-Catenin aktiven Zone (Ueberham et al., 2014). Diese konnte immunhistochemisch 
über die Erhöhung der Glutaminsynthetase in den entsprechenden Bereichen, aber auch auf 
expressioneller Ebene, mit einer 40fach erhöhten Transkription in den homozygoten Tieren 
nachgewiesen werden (Gebhardt & Matz-Soja, 2014). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun 
geschaut, wie sich die Expression ausgewählter Gene des Wnt/β-Catenin Signalwegs 
innerhalb der einzelnen Populationen verhalten, was in Abbildung 23 graphisch dargelegt ist. 
Dabei bezogen sich die gemessenen Daten der homozygot und heterozygot gefloxten Tiere 
immer auf die Werte der Wildtyp Mäuse. Es konnte gezeigt werden, dass in den meisten 
Fällen kein großer Unterschied in den Expressionen zwischen Apcwt/wt und ApcloxP/wt auftrat. 
Die homozygoten ApcloxP/loxP Tiere hingegen wiesen eine signifikante Steigerung der 
Transkription der Genen Wnt5a, Wif1 und der Membranproteine Fzd4 und Lrp5 auf. Eine 
starke Verringerung um 50 % erfuhr der Inhibitor Sfrp1. In den Kernkomponenten der 
Signalkaskade, wie Ctnnb1 und Axin2, waren hingegen keine nennenswerten Veränderungen 
der Genexpressionen aufgetreten.  
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Abb. 23: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs in 
ApcloxP/wt und ApcloxP/loxP Mäusen. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die 
erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die 
Änderung der mRNA Expression wurde zwischen den Apcwt/wt Tieren und den jeweiligen Apcwt/loxP bzw. 
ApcloxP/loxP Tieren verglichen, wobei das Expressionsniveau der Apcwt/wt Tiere als 1 gesetzt und die 
entsprechende Genexpression der Apcwt/loxP bzw. ApcloxP/loxP Tiere relativ dazu berechnet und aufgetragen 
wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01). 
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5.4.3 Genexpression des Hedgehog Signalwegs in ApcloxP/loxP - Tieren 
 
Wie bereits in Abschnitt 5.3.2 wurden auch im Falle der Expressionsmessungen des Hh 
Signalwegs in den ApcloxP/loxP Mäusen die einzelnen Populationen direkt auf den Wildtyp 
bezogen (Abb. 24). Mit Ausnahme der Inhibierung von Gli1 (p = 0,055), reagierte der 
Hedgehog auf die erhöhte Wnt/β-Catenin Aktivität bei fast allen Genen mit einer Zunahme 
der Expression, wobei in den Populationen erneut zum Teil starke Schwankungen auftraten. 
Wie beim Apc siRNA Knockdown (Abschnitt 5.2.3.2) stieg auch in den homozygot gefloxten 
Apc Tieren das Ihh signifikant um mehr als das 6-fache der Ausgangsmenge an, wohingegen 
die ApcloxP/wt Mäuse nur eine leichte Erhöhung der Expression aufzeigten. Des Weiteren rea-
gierten die Mäuse mit zwei gefloxten Allelen mit einer eindeutigen Zunahme der Trans-
kriptionsrate von den Hh-Genen Ptch2, Sufu, sowie des Transkriptionsfaktors Gli3.  
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Abb. 24: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Hedgehog Signalwegs in ApcloxP/wt 
und ApcloxP/loxP Mäusen. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen 
Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der 
mRNA Expression wurde zwischen den Apcwt/wt Tieren und den jeweiligen Apcwt/loxP bzw. ApcloxP/loxP Tieren 
verglichen, wobei das Expressionsniveau der Apcwt/wt Tiere als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression 
der Apcwt/loxP bzw. ApcloxP/loxP Tiere relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte 
mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01; *** p < 0,005). 
 
5.5 Morphogene Signalwege im murinen Hepatozellulären Karzinom 
 
Das für diese Arbeit genutzte HCC Tumormaterial, wurde von der AG Schwarz der Uni-
versität Tübingen zur Verfügung gestellt. Neben den künstlich induzierten Ctnnb1 Tumoren, 
kam auch kanzerogenes Lebermaterial aus B-Raf bzw. Ha-Ras mutierten Mäusen zum 
Einsatz, wobei in unserem Institut aus den diversen Gewebearten die RNA für Genex-
pressionsanalysen gewonnen wurde.  
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Für die Experimente an den Ctnnb1 Tumoren kamen zwei unterschiedliche Kontrollgewebe 
zum Einsatz. So wurde zum einen gesundes Lebergewebe aus unbehandelten Mäusen, zum 
anderen gesundes Gewebe von den chemisch induzierten HCC Lebern, das heißt, an den 
Tumor angrenzendes Lebermaterial, entnommen, analysiert und verglichen. Die Expressions-
messungen der chemisch induzierten Ha-ras und B-raf Tumoren hingegen wurden lediglich 
mit dem Gewebe von unbehandelten Mäusen verrechnet. 
Für die hier angewandten Analysen war zunächst die Etablierung eines geeigneten „House-
keeping“– Gens zur Normalisierung der Daten notwendig, da es sich hierbei um Gewebe 
verschiedensten genetischen Ursprungs handelte und nicht klar war wie dies die Zellen 
beeinflusste. Die erhaltenen Ergebnisse befinden sich im Anhang (Abb. 40). Dabei ergab sich, 
dass auch in diesem Fall, wie in allen hier aufgeführten Daten aus dem Organismus Maus, das 
Gen für das Strukturprotein β-Aktin (Aktb) am geeignetsten für die Normalisierung der 
Messungen war. 
 
5.5.1 Morphogene Signalwege in chemisch induzierten Ctnnb1 Tumoren 
 
Beim Ctnnb1 Tumor handelt es sich um ein chemisch induziertes HCC, welches durch die 
Gabe von Phenobarbital über das Trinkwasser in Mäusen ausgelöst wird (Abschnitt 3.6.4). 
Dabei kommt es durch den Tumorpromotor Phenobarbital, welcher vor allem perizentral 
metabolisiert wird, zu einer Mutation im 2 Exon des Gens β-Catenin, was zu einer Steigerung 
der Signalwegsaktivität führt (Schwarz et al., 2001; Loeppen et al., 2002). Durch die 
Erhöhung der Wnt/β-Catenin Kaskade kommt es anschließend zur Ausbildung eines 
Hepatozellulären Karzinoms in den behandelten Tieren.  
 
5.5.1.1 Genexpression des Wnt/β-Catenin Signalwegs in chemisch induzierten HCCs 
 
Die AG Schwarz konnte in Western Blot Analysen, eine Aktivierung des Wnt/β-Catenin Sig-
nalwegs in den hier verwendeten Ctnnb1 Tumoren, durch eine signifikante Zunahme der 
Targetproteine CyclinD1 und c-Myc zeigen (Schwarz et al., 2001). Im Rahmen der hier 
vorliegenden Arbeit wurde zunächst das Expressionsniveau verschiedener Gene der 
kanonischen Wnt Kaskade und dessen Targetgen Myc untersucht (Abb. 25).  
Die Resultate der experimentellen Messungen zeigten, dass die mit Phenobarbital behandelten 
Mäuse ein verändertes Expressionsbild des Wnt/β-Catenin Signalwegs im Vergleich zum 
Gewebe der unbehandelten Tiere aufwiesen. Bereits die Gabe des Tumorpromotors hatte 
einen direkten Einfluss auf die Transkriptionsaktivität einzelner Gene der Signalkaskade, wie 
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beispielsweise auf Wif1 und Axin2. Der Wnt Inhibitory Factor 1 (Wif1) ist den Kollegen der 
Universität Tübingen bereits als direktes Target für dieses Tumorpromotors bekannt (AG 
Schwarz, unveröffentlichte Daten). Aber auch die Expression anderer Gene zeigten bereits im 
Normalgewebe um den Tumor herum eine veränderte, meist erhöhte Aktivität, als ohne die 
Gabe des Barbiturates. Dies traf vor allem für Tcf4, aber auch Ctnnb1, Sfrp1 und Lrp5 zu. Die 
signifikante Zunahme der Expression des Targetgens Myc im reinen Tumorgewebe, spiegelte 
die Daten bezüglich der angesprochenen erhöhten Proteinmengen von c-Myc der AG 
Schwarz wider (Schwarz et al., 2001). Aber auch die Gene Wnt9b und Apc zeigten eine 
erhebliche Steigerung im Vergleich zu den unbehandelten Tieren, bzw. dem Gewebe um die 
Tumore herum. Die extrazellulär wirkenden Inhibitoren Dkk3 und Sfrp1 reagierten hingegen 
in beiden Fällen mit einer starken Verminderung ihrer Transkription.  
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Abb. 25: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Gen des Wnt/β-Catenin Signalwegs in 
chemisch induzierten Ctnnb1 Tumorgeweben. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR 
bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, 
normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen dem Normalgewebe ohne Phenobarbital und 
den jeweiligen Normalgewebe mit Phenobarbital bzw. Ctnnb1 Tumoren verglichen, wobei das Expressions-
niveau des Normalgewebes ohne Phenobarbital als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der anderen 
Gewebetypen relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. 
aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01; *** p < 0,005). 
 
5.5.1.2 Genexpression des Hedgehog Signalwegs in chemisch induzierten HCCs 
 
Diverse Arbeiten an HCC Tumoren belegen, dass es in humanen Tumoren zu einer Erhöhung 
der Expression von Gli1 und Smo kommen kann. Aber auch erhöhte Werte von Gli2, Ptch1 
und Shh werden erwähnt (X. Chen et al., 2006, Y. Chen et al., 2008). Weil es sich bei diesen 
Tumoren um natürlich entstandene HCCs handelt, stellte sich nun die Frage, ob ähnliche 
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Ergebnisse auch in den hier künstlich induzierten Lebermaterialien der Maus erwartet werden 
konnten.  
Für die chemisch, durch den Tumorpromotor Phenobarbital, herbeigeführten HCCs, die durch 
eine erhöhte Wnt/β-Catenin Aktivität gekennzeichnet sind, stellte sich die Situation der 
Transkription der Hh Gene entgegen der veröffentlichten Daten dar (Abb. 26). So wurde 
deutlich, dass in den hier untersuchten Geweben der Hedgehog Signalweg mit einer hoch 
signifikanten Verringerung der Transkriptionsfaktoren Gli1, 2 und 3 reagierte. Die in der 
Literatur erwähnten Gene Ptch1 und Smo hingegen wiesen bei den hier durchgeführten 
Messungen keine Veränderungen in ihrer Expression auf. Dies galt auch für die intra-
zellulären Inhibitoren Sufu und Stk36, wobei das Gen für Fused durch das Phenobarbital im 
Gewebe um die Tumore herum leicht erhöht war. Eine signifikante, zum Teil durch 
Phenobarbital verursachte, Verstärkung der Genexpression fand sich beim Hh-Ligand Ihh, 
dessen Aktivität im Tumor eine 6-fache Steigerung erfuhr. Ebenfalls stark reguliert wurde die 
Transkription von Ptch2, welche jedoch aufgrund der individuellen Schwankungen in den 
einzelnen Gewebetypen nicht signifikant war. 
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Abb. 26: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Hedgehog Signalwegs in 
chemisch induzierten Ctnnb1 Tumorgeweben. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR 
bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, 
normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen dem Normalgewebe ohne Phenobarbital und 
den jeweiligen Normalgewebe mit Phenobarbital bzw. Ctnnb1 Tumoren verglichen, wobei das Expressions-
niveau des Normalgewebes ohne Phenobarbital als 1 gesetzt und die entsprechende Genexpression der anderen 
Gewebetypen relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. 
aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01; *** p < 0,005). 
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5.5.2 Morphogene Signalwege in B-Raf und Ha-Ras Tumoren 
 
Um den Unterschied in der Wechselwirkung zwischen den beiden morphogenen Signal-
kaskaden vergleichend analysieren und deren Effekte interpretieren zu können, wurden 
Lebertumore, ohne einen direkt beeinflussten Wnt/β-Catenin Signalweg, experimentell auf 
die Expressionsniveaus der beiden Signalwege hin untersucht. Dabei kamen HCCs mit 
ebenfalls chemisch induzierten Mutationen im B-Raf bzw. Ha-Ras Gen zum Einsatz und 
wurden mit Lebern von unbehandelten Mäusen verglichen.  
 
5.5.2.1 Genexpression des Wnt/β-Catenin Signalwegs in B-Raf und Ha-Ras Tumore 
 
Die Proteine B-Raf und Ha-Ras sind vor allem in der Signalkaskade des MAP-Kinase Weges 
zu finden und gelten als Onkogene. Wie diese Tumore auf den Wnt/β-Catenin Signalweg 
einwirken, war Gegenstand dieser Untersuchung (Abb. 27). Dabei wurde deutlich, dass auch 
in diesen Geweben eine Einflussnahme auf die Kaskaden stattfindet, welche jedoch von der 
Art des HCCs abhing. So war der kanonische Wnt Signalweg in den B-Raf Tumoren im 
direkten Vergleich zum Normalgewebe verstärkt, wo hingegen die Kaskade im Ha-Ras 
Material eine Inhibition erfuhr. Dies konnte durch die Genexpressionsdaten der Targetgene 
Axin2 und Myc belegt werden. Die entsprechenden Gene waren im B-Raf Gewebe signifikant 
erhöht. Ha-Ras Tumore indes zeigten in der Transkriptionsaktivität von Axin2 eine 
Repression von ca. 85 % auf, während das Myc Gen in den einzelnen Proben der Gewebe 
stark schwankte. Ebenfalls eine verringerte Expression wurde bei einigen extrazellulären 
Inhibitoren, wie zum Beispiel Dkk3 und Wif1, im Ha-Ras, und Sfrp1 in beiden HCC Typen 
erkennbar. Die Wif1 Expression im B-Raf Gewebe hingegen wurde erheblich induziert. 
Weitere Gene waren in der Wnt/β-Catenin Kaskade nicht reguliert. 
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Abb. 27: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Wnt/β-Catenin Signalwegs in   B-
Raf und Ha-Ras Tumorgeweben. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die 
erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die 
Änderung der mRNA Expression wurde zwischen dem Normalgewebe und den jeweiligen B-raf bzw. Ha-ras 
Tumoren verglichen, wobei das Expressionsniveau des Normalgewebes als 1 gesetzt und die entsprechende 
Genexpression der Tumoren relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die Mittelwerte mit 
der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01; *** p < 0,005). 
 
5.5.2.2 Genexpression des Hedgehog Signalwegs in B-Raf und Ha-Ras Tumore 
 
Die genetische Veränderung der B-Raf und Ha-Ras beeinflussten HCCs hatte auch einen 
starken Einfluss auf die Genexpression von Komponenten des Hh Signalwegs (Abb. 28), 
welcher sich besonders in den Ha-Ras Tumoren signifikant verringerte. Vor allem die 
Transkriptionen der Gli Faktoren und des Membranproteins Ptch2 waren um mehr als 50 % 
reprimiert. In den Ha-Ras Tumoren zeigte sich zusätzlich eine Inhibierung von Ihh und Sufu. 
Das G-gekoppelte Protein Smo hingegen wurde tendenziell in beiden Fällen stärker 
expremiert als in den gesunden Lebern, was aber nur im Ha-Ras Material signifikant war. 
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Abb. 28: Grafische Darstellung der Expressionsanalysen von Genen des Hedgehog Signalwegs in B-Raf 
und Ha-Ras Tumorgeweben. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die 
erhaltenen Werte mit den entsprechenden β-Aktin Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die 
Änderung der mRNA Expression wurde zwischen dem Normalgewebe und den jeweiligen dem Normalgewebe 
B-raf bzw. Ha-ras Tumoren verglichen, wobei das Expressionsniveau des Normalgewebes als 1 gesetzt und die 
entsprechende Genexpression der Tumoren relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die 
Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01; *** p < 0,005). 
 
5.6 Interaktion der morphogenen Signalwege in Humanen Zellen 
 
Da es zu speziesübergreifenden Schwankungen bzw. artspezifischen Eigenschaften in bio-
logischen Prozessen kommen kann, sind im Rahmen dieser Arbeit vergleichende Experimente 
bezüglich der Interaktionen der morphogenen Signalwege zwischen murinen und humanen 
Hepatozyten, aber auch Analysen innerhalb verschiedener humaner Zellpopulationen, 
durchgeführt worden. Dafür kamen zum einen primäre, humane Hepatozyten, isoliert aus 
Leberbiopsien von der Charité Berlin bzw. von der Universität Regensburg, zum anderen die 
hepatischen Krebszelllinien Huh7 und HepG2 zum Einsatz. 
Morphologische Unterschiede zwischen diesen 3 Zelltypen, d.h. den Primärzellen und den 
beiden Tumorzelllinien sind in Abb. 29 dargestellt. Dabei wird deutlich, dass die Zelllinien im 
Vergleich zu den Primärzellen viel kleiner waren. Des Weiteren proliferierten sie sehr stark, 
so dass sich ihre Zellzahl bei längeren Inkubationen vervielfachte. Allgemein lagerten sich die 
HepG2 Zellen, im Vergleich zu den Huh7 Tumorzellen, die meist einen planen Zellrasen 
ausbildeten, zu kleinen Zellverbänden zusammen. Die Primärzellen hingegen proliferierten 
nur im geringen Maße, sodass ihre Zellzahl stabil blieb und ihre Ausgangsmenge beibehalten 
wurde. Es kam lediglich zu Verbindungen zwischen einzelnen benachbarten Zellen. 
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Abb. 29: Fotografie des morphologischen Vergleiches zwischen den Zelllinien HepG2, Huh7 und den 
primären humanen Hepatozyten. (100fache Vergrößerung). 
 
Aufgrund dieser erheblichen morphologischen Differenzen zwischen den Zellarten wurde 
vorab nach einem geeigneten „Housekeeping“ – Gen für die Expressionsanalysen geschaut. 
Dabei stellte sich heraus, dass vor allem für die speziesübergreifenden Versuche das Gen für 
die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase, HPRT1, am besten eignetete. Für 
Analysen innerhalb einer Zellart, wie den siRNA Experimenten, hingegen, kam das Gen 
Cyclophillin, PPIA, zum Einsatz. 
 
5.6.1 Vergleich des Expressionsniveaus zwischen murinen und humanen Hepatozyten 
 
Vergleichende, speziesübergreifende Expressionsmessungen der Hauptgene beider Signal-
kaskaden an murinen und humanen Hepatozyten sollten zunächst eine Aussage darüber 
erlauben, in wie weit sich die beiden Zellarten in ihrer Intensität bezüglich des Hedgehog und 
des Wnt/β-Catenin Signalwegs unterscheiden. Abbildung 30 verdeutlicht, dass es bei fast 
allen gemessenen Genen zu signifikanten Unterschieden im Transkriptionsniveau in den 
Kaskaden zwischen den beiden Organismen kam. Im Hedgehog Signalweg (Abb. 30A) fielen 
diese Differenzen vor allem bei den Gli Transkriptionsfaktoren und Smo auf. Dabei war die 
Expression von Smoothened im Menschen um ein vielfaches geringer als in der Maus. Gli1 
und Gli3 hingegen hatten im humanen Organismus eine 10-25 fach höhere Grundexpression 
als bei den Mäusen. Die Expression von Gli2 konnte in den humanen Zellen überhaupt nicht 
detektiert werden und wurde daher bei künftigen Experimenten außen vor gelassen. Die 
Transkription der kanonischen Wnt Kaskade (Abb. 30B) hingegen war in allen analysierten 
Genen, außer der Inhibitor Sfrp1, in der Maus bedeutend intensiver ausgeprägt als im 
Menschen. Sfrp1 ist im humanen Organismus signifikant höher expremiert als in der Maus. 
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Abb. 30: Grafische Darstellung der Expressionsanalyse von zentralen Genen des Hedgehog und       
Wnt/β-Catenin Signalwegs vergleichend zwischen murinen und humanen Hepatozyten. A: Expression der 
Gene des Hedgehog Signalweg; B) Expression der Gene des Wnt/β-Catenin Signalweg. Die Genexpression der 
mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden HPRT1 
Expressionen, als Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen den 
murinen Hepatozyten und den humanen Hepatozyten verglichen und die relativen, expremierten Molekülzahlen 
aufgetragen. Hierbei wurden die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen (* p < 0,05;  ** p < 0,01). 
 
5.6.2 Vergleich des Expressionsniveaus zwischen Humanhepatozyten, HepG2 und Huh7 
 
Da es sich bei den humanen Materialien um unterschiedliche Zelltypen, zum einen Primär-
zellen, zum anderen Karzinomzellen unterschiedlichsten Ursprungs, handelte, musste geklärt 
werden auf welchem Expressionsniveau sich die beiden Signalkaskaden in den einzelnen 
Zellpopulationen befinden. 
Dabei zeigten sich erheblichen Unterschieden im Hh Signalweg innerhalb der getesteten 
Zellmaterialien. Bezogen auf die primären, humanen Hepatozyten waren vor allem die 
HepG2 Zellen in der Expression fast aller hier gemessenen Hh Gene auf einer signifikant 
niedrigeren Stufe anzusiedeln (Abb. 31A). Dies galt auch für viele Gene der Huh7 Zellen. 
Eine Ausnahme bildete das IHH, welches in dieser Zelllinie um das 5-fache höher expremiert 
war als in den Primärzellen. Auch die Transkriptionsaktivität für den Inhibitor Sufu war hier 
tendenziell stärker vorhanden.  
Der Wnt/β-Catenin Signalweg hingegen besaß vor allem in den HepG2 Zellen die höchste 
Aktivität (Abb.31 B). So waren die beiden Targetgene ANIX2 und MYC signifikant mit mehr 
als der 8-fachen Intensität im Vergleich zu den Huh7 und primären Hepatozyten expremiert. 
Der Inhibitor SFRP1 hingegen wurde in dieser Zelllinie stark unterdrückt. Dieses Gen, wie 
auch der intrazelluläre Inhibitor APC, finden sich vor allem in den Primärzellen, was für eine 
Repression der Wnt/β-Catenin Kaskade spricht. Ein ähnliches Expressionsbild wie die 
Hepatozyten zeigten auch die Huh7 Zellen. 
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Abb. 31: Grafische Darstellung der vergleichenden Genexpressionsanalyse der morphogenen Signalwege 
in HepG2 und Huh7 Zelllinien und primären humanen Hepatozyten. A: Expression der Gene des Hedgehog 
Signalwegs; B: Expression der Gene des Wnt/β-Catenin Signalwegs. Die Genexpression der mRNA wurde 
mittels qRT-PCR bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden HPRT1 Expressionen, als 
Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen dem primären Hepa-
tozyten und den jeweiligen Zelllinien HepG2 und Huh7 verglichen und die relativen expremierten 
Molekülzahlen aufgetragen. Hierbei sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 
0,01). 
 
5.6.3 Beeinflussung der morphogenen Signalwege durch RNAi in Humanen Zellen 
 
Um weitere Erkenntnisse über direkte Interaktionen zwischen den morphogenen Signalwegen 
in humanen Zellen zu erhalten, wurde, ähnlich wie bereits in Abschnitt 5.2.2.4 beschrieben, 
ein SUFU siRNA Knockdown an primären humanen Hepatozyten über den Zeitraum 72 h 
durchgeführt. Vergleichend dazu kamen zusätzlich analoge Experimente an den Tumor-
zelllinien HepG2 und Huh7 hinzu. 
 
5.6.3.1 Zellviabilität mittels MTT – Test des siRNA Knockdowns an primären Hepatozyten 
 
Da es sich bei den primären Hepatozyten im Vergleich zu den Zelllinien um instabilere und 
sensiblere Zellen handelt, wurde an dieser Population der Zellviabilitätstest bezüglich der 
Transfektionsagenzien durchgeführt (Abb. 32). Aus vorangegangenen Versuchen ist es 
bekannt, dass die humanen Zellen längere Inkubationszeiträume benötigen und über die Zeit 
stabiler sind, als die murine Hepatozyten, daher ist die Kultivierung um weitere 24 h 
verlängert worden. Hierbei zeigte die Inkubation der SUFU siRNA Transfektion über einen 
Zeitraum von 96 h, dass es innerhalb der Zellen zu keiner größeren Veränderung bzw. 
toxischen Reaktion auf die eingesetzten Reagenzien, wie dem Transfektionsagenz Interferin 
bzw. der eingesetzten siRNA, und deren verwendete Konzentrationen kommt.  
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Abb. 32: Zeitlicher Verlauf der Zellviabilität von primären Hepatozyten mittels einen MTT- Test nach 96 
stündiger Kultivierung mit dem Medium, dem Transfektionsagenz Interferin, der Nonsense RNA, sowie der 
SUFU siRNA. 
 
Eine optische Betrachtung des SUFU siRNA Knockdowns in den primären Hepatozyten über 
den Zeitraum von 72 h ist in der Abbildung 33 auf mikroskopischen Aufnahmen zu erkennen. 
Dabei wird die morphologische Veränderung der Primärzellen über die Kultivierungsdauer 
sichtbar. Unmittelbar nach dem Absetzten der Zellen zum Zeitpunkt 0 h waren die Hepato-
zyten noch sehr kugelich und locker verteilt. Nach den ersten 24 h begannen sich die Zellen 
langsam im Kulturgefäß auszubreiten und durch das Absterben geschädigter Zellen etwas zu 
vereinzeln. Dieser Prozess setzte sich über die nächsten 24 h fort, wobei zwischen 24 h und   
48 h keine großen Unterschiede in den Kulturen erkennbar waren. Zum Ende der 
Kultivierung, nach 72 h, hatte sich die Morphologie der Zellen noch einmal verändert. Sie 
waren nun weiter ausgebreitet und es kam zu einzelnen Anlagerungen zwischen den Zellen. 
Insgesamt jedoch war es nicht möglich optisch einen morphologischen Unterschied zwischen 
den verschiedenen Reagenzien über die Kultivierungsdauer festzustellen, was die Ergebnisse 
des Zellviabilitätstests unterstützte. 
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Abb. 33: Fotografische Darstellung der morphologischen Veränderung der primären humanen Hepato-
zyten über einen Zeitraum von 72 h kultviert mit dem Medium, dem Transfektionsagenz Interferin, der 
Nonsense RNA, sowie der SUFU siRNA. (100fache Vergrößerung). 
 
5.6.3.2 Zeitlicher Verlauf des SUFU siRNA Knockdowns an primären Hepatozyten 
 
Wie bereits bei den primären murinen Hepatozyten erfolgte zunächst eine zeitliche Analyse 
bezüglich des SUFU siRNA Knockdowns, welcher im Diagramm 34 dargestellt ist. Aufgrund 
des geringen Ausgangsmaterials konnten nur 4 Zeitpunkte berücksichtigt werden. Dabei 
wurde sichtbar, dass die Zugabe der siRNA zu den Primärzellen in den ersten 24 h der 
Inkubation die Genexpression von SUFU um mehr als 400 % steigerte. Erst nach dieser 
Erhöhung nahm die Aktivität des Gens allmählich ab, wobei mit Zeitpunkt 72 h das signi-
fikante Minimum von ca. 30 % erreicht war, um dann anschließend wieder auf das Ausgangs-
niveau anzusteigen. Daher wurden alle weiteren Versuche über den Zeitraum von 72 h durch-
geführt. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, erfolgte bei den Zelllinien HepG2 und 
Huh7 ebenfalls der SUFU siRNA Knockdown über den hier ermittelten Zeitraum von 72 h. 
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Abb. 34: Grafische Darstellung des SUFU siRNA Knockdown Verlaufes in primären humanen 
Hepatozyten über einen Zeitraum von 72 h (n = 3). Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR 
bestimmt und die erhaltenen Werte mit den entsprechenden Cyclophillin (PPIA) Expressionen, als 
Housekeeping Gen, normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen der Nonsense und der 
jeweiligen siRNA verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense Ergebnisse als 1 gesetzt und die 
entsprechende Genexpression der siRNA Ergebnisse relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei 
sind die Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05 – Gepaarter T-Test). 
 
5.6.3.3 SUFU siRNA Knockdown an primären Hepatozyten, Huh7 und HepG2 Zelllinien 
 
Wie bereits im Kapitel 5.6.2 beschrieben, wiesen die verschiedenen Zelltypen unterschied-
liche Expressionslevel auf. Um jedoch einen direkten Vergleich zu erhalten, sind die jeweils 
ermittelten Daten der einzelnen Zellarten relativiert und zusammen in ein Diagramm für den 
Hedgehog bzw. den Wnt/β-Catenin Signalweg (Abb. 35) aufgetragen worden. Hierbei zeigte 
sich, dass der RNAi Versuch, das heißt die Verringerung der SUFU Aktivität, in allen 3 
Zelltypen sehr gut funktionierte. Die Expression hatte sich signifikant auf maximal 20 % 
verringert. Die Reaktion der einzelnen Zellen jedoch, fiel, abhängig vom Zelltyp, sehr 
unterschiedlich aus. Es wurde erkennbar, dass vor allem im Hedgehog Signalweg (Abb. 35A) 
die Reaktionen der Zelllinien sehr gering waren. Lediglich die Expression von IHH bei den 
HepG2 Zellen bzw. SMO bei den Huh7 verringerten sich tendenziell um ca. 40 - 50 %. Im 
Gegensatz dazu steigerte sich die Transkriptionsaktiviät aller Signalwegskomponenten in den 
Primärzellen auffallend. Vor allem PTCH2, SMO und GLI1 vervielfachten ihre Genex-
pression. Aufgrund der erheblichen Schwankungen innerhalb der einzelnen Experimente blieb 
eine Signifikanz jedoch aus.  
Im Wnt/β-Catenin Signalweg hingegen schien die Inhibition von SUFU einen größeren 
Einfluss auf die Kaskade in den einzelnen Zelltypen zu nehmen (Abb. 35B). So veränderten 
sich vor allem in den HepG2 Zellen viele Genexpressionen, wie zum Beispiel DKK3, APC, 
und auch das Targetgen MYC. Dessen Expression verringerte sich ebenfalls in den Huh7 
Tumorzellen signifikant, wie auch GSK3β. Stark positiv beeinflusst in den primären 
Hepatozyten zeigten sich die Inhibitoren DKK1, DKK3 und SFRP1, die allerdings, wie im 
Hedgehog Signalweg erwähnt, auch hier große individuelle Schwankungen aufwiesen. Der 
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intrazelluläre Inhibitor APC hingegen war durch die SUFU siRNA in den Primärzellen 
signifikant in seiner Expression reprimiert. Die Regulation des zentral transkriptions-
vermittelnden Proteins β-Catenin, d.h. CTNNB1, wurde in keinem der hier untersuchten Fälle 
beeinflusst. 
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Abb. 35: Grafische Darstellung der vergleichenden Genexpressionsanalyse der morphogenen Signalwege 
in HepG2 und Huh7 Zelllinien und primären humanen Hepatozyten nach erfolgtem SUFU siRNA 
Knockdown über einen Zeitraum von 72 h. A: Expression der Gene des Hedgehog Signalwegs; B: Expression 
der Gene des Wnt/β-Catenin Signalwegs. Die Genexpression der mRNA wurde mittels qRT-PCR bestimmt und 
die erhaltenen Werte mit den entsprechenden Cyclophillin (PPIA) Expressionen, als Housekeeping Gen, 
normalisiert. Die Änderung der mRNA Expression wurde zwischen dem Nonsense Ergebnissen und den 
jeweiligen siRNA Ergebnissen verglichen, wobei das Expressionsniveau der Nonsense RNA als 1 gesetzt und 
die entsprechende Genexpression siRNA relativ dazu berechnet und aufgetragen wurden. Hierbei sind die 
Mittelwerte mit der S.E.M. aufgetragen worden (* p < 0,05;  ** p < 0,01). 
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6. Diskussion 
 
Morphogene Signalwege, wie die Hedgehog und die Wnt/β-Catenin Kaskaden, spielen nicht 
nur in der Embryogenese und Zelldifferenzierung eine große Rolle, sondern sind ebenso an 
Prozessen während der Kanzerogenese und der Lipogenese beteiligt. Allerdings verfügen 
auch viele gesunde adulte Zellen, wie Hepatozyten, über ein basales Grundlevel dieser 
Kaskaden. Der Hh Signalweg hat nach bisherigen Erkenntnissen in den Leberzellen nur einen 
geringen Einfluss auf die ablaufenden metabolischen Prozesse. Wohingegen die kanonische 
Wnt Kaskade, trotz seines geringen Expressionsniveaus, als ein Masterregulator für die 
Zonierung der Leber angesehen wird (Gebhardt et al., 2007; Gebhardt et al., 2010; Torre et 
al., 2011). Ziel dieser Arbeit war es daher mögliche transkriptionelle Zusammenhänge 
zwischen diversen Genen dieser beiden morphogenen Signalwege in Hepatozyten und im 
Hepatozellulären Karzinom zu identifizieren und deren Wirkungen zu analysieren. Aufgrund 
der besonders niedrigen Grundexpression des Hh Signalwegs in den Leberzellen (van den 
Brink et al., 2004), war es jedoch nur im geringen Umfang möglich die Ergebnisse dieser 
Arbeit zusätzlich auf der Proteinebene nachzuweisen. Der Großteil der Resultate beruht daher 
auf RNA Expressionsdaten.  
Im Allgemeinen gilt der sogenannte, hier betrachtete kanonische Hh Signalweg, welcher die 
Gli Transkriptionsfaktoren und somit die Regulation der Targetgene über die Smo-Ptch 
Interaktion steuert, als ein Prozess der im Säugetier ausschließlich in den primären Zilien der 
Zellen abläuft (Huangfu et al., 2003; Cobit et al., 2005; Haycraft et al., 2005; Rohatgi et al., 
2007). Bei den im Rahmen diese Arbeit untersuchten Hepatozyten hingegen, handelt es sich 
um Zellen, die morphologisch nicht über solche zytoplasmatischen Ausstülpungen verfügen, 
weshalb es in Fachkreisen zu kontroversen Ansichten über die Existenz des Smo-abhängigen 
bzw. des Smo-unabhängigen Hedgehogs in den Leberzellen gekommen ist (Sicklick et al., 
2006; Omenetti et al., 2011; Grzelak et al., 2014; Matz-Soja & Gebhardt, 2014). Letztenendes 
konnte jedoch bewiesen werden, dass in diesen zilienfreien Zellen der kanonische, sowie der 
nicht-kanonische Hh Signalweg aktiv sind (Matz-Soja et al.; 2014). 
Für die Analysen in der Maus wurden zum Teil in vivo und in vitro Daten miteinander 
verglichen, wobei man bei der Auswertung bedenken muss, dass es aufgrund verschiedener 
Indikatoren zu Schwankungen und Unterschieden in den Ergebnissen kommen kann. So 
spielen unter anderem der Zeitraum und die Intensität des Knockouts in den Tieren bzw. des 
Knockdowns in der Zellkultur eine entscheidende Rolle. Da in den transgenen Mäusen der 
Verlust des entsprechenden Gens, hier Smo bzw. Apc, bereits unmittelbar nach der Geburt 
bzw. sogar schon im Embryonalstadium einwirkt, wo hingegen die siRNAs in den kultivierten 
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Hepatozyten lediglich für 48 h inkubieren, fallen die Verringerungen der entsprechenden 
Genexpressionen in den Tieren meist stärker aus als in den kultivierten Leberzellen. 
Nachteilig am transgenen Mausmodell für die angestrebten Untersuchungen ist jedoch die 
mögliche systemische Wirkung des Knockouts. So handelt es sich zwar um einen leberspe-
zifischen Genverlust, welcher jedoch durch entstandene Fehlfunktionen des Organs wo-
möglich Einfluss auf verschiedenste Prozesse im gesamten Organismus nimmt, die an-
schließend ihrerseits Einfluss auf die Hepatozyten nehmen können. In den kultivierten, 
standardisierten Zellen hingegen fallen diese Effekte von außen weg, so dass die in diesem 
Zusammenhang erhobenen Daten die direkte Wirkung innerhalb der Hepatozyten wider-
spiegeln. Andererseits haben neueste Studien um das G-gekoppelte Protein Smo gezeigt, dass 
eine Oxystyrolbindung an eine cysteinreiche Domäne, der extrazellulären Region des Smo‘s, 
unablässig für die Regulation des Hh Signalwegs ist (Nachtergaele et al., 2013). Dieser Effekt 
wird in den Experimenten möglicherweise durch die Kultivierung der Hepatozyten 
unterbrochen, so dass die damit verbundenden Prozesse nicht mehr vollständig in den RNAi 
Versuchen ablaufen können, wo indes in den SLC Mäusen bis zum Zeitpunkt der Isolation ein 
stabiles, natürliches Umfeld für die Zellen gewährleistet bleibt.  
 
6.1 Interaktionen morphogener Signalwege in der adulten Leber 
 
6.1.1 Die heterogene Verteilung der Signalkaskaden im Lobulus 
 
Bei Experimenten mit morphogenen Signalwegen in primären Hepatozyten ist es unum-
gänglich zunächst die Zonierung dieser Kaskaden in der Leber genauer zu betrachten. Vor 
allem der Wnt/β-Catenin Signalweg nimmt, wie bereits erwähnt, in der Leberzonierung eine 
zentrale Position ein (Gebhardt et al., 2007; Gebhardt et al., 2010; Torre et al., 2011). Die 
bisherige Vermutung, dass der Hedgehog Signalweg ebenfalls eine entscheidende Rolle in der 
Leber einnimmt, konnte bereits von unsere Arbeitsgruppe anhand von verschiedenen 
Experimenten bestätigt werden (Matz-Soja et al., 2013; Gebhardt & Matz-Soja., 2014). Um 
die transkriptionelle Verteilung der beiden Signalkaskaden im Leberlobulus aufzuklären, 
wurde vorab das Expressionsniveau von diversen Genen des Hh und des kanonischen Wnt 
Weges bezüglich ihrer Lokalisation in den perizentralen und periportalen Hepatozyten 
bestimmt.  
Dabei wird deutlich, dass auch auf der Expressionsebene die bereits bekannte perizentrale 
Lage des Wnt/β-Catenin Signalwegs zu finden ist (Gebhardt et al., 2007; Gebhardt et al., 
2010; Torre et al., 2011). So weisen viele der in dieser Arbeit gemessenen Gene eine höhere 
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Transkription in den Hepatozyten nahe der Zentralvene auf. Vor allem die mRNA Expression 
von Wnt5a, sowie der Inhibitoren Dkk3 und Wif1 und des Targetgens Myc sind signifikant 
perizentral lokalisiert. Lediglich die Expressionen von Sfrp1, Axin2 und Dkk1 finden sich vor 
allem periportal. Weil es sich allerdings bei Dkk1 und Sfrp1 um Inhibitoren der                
Wnt/β-Catenin Kaskade handelt ist deren Position im pp Bereich gut erklärbar, da sie in 
dieser Zone ihrer Rolle als Repressor des Wnt/β-Catenin gerecht werden. Dagegen spricht 
jedoch die Annahme, dass Dkk1 als ein direktes Targetgen der kanonischen Wnt Kaskade gilt 
(Niida et al., 2004). Allerdings ist auch die Transkription des bekannten Zielgens Axin2 leicht 
periportal zoniert, so dass hier vielleicht eine mögliche Verbindung bestehen könnte. Denn 
auch das Gen für das als „Zonation-Keeper“ bekannte Protein Apc, welches vor allem in pp 
Bereichen, d.h. Wnt/β-Catenin inaktiven Zonen, anzutreffen ist (Benhamouche et al., 2006, 
Matz-Soja & Gebhardt, 2014), wird über den gesamten Lobulus einheitlich verteilt 
transkribiert. Daher kann gesagt werden, dass man nicht direkt von den Expressionsdaten auf 
die Verteilung des Proteins schließen kann. 
Die Expression von Hedgehog-Gene hingegen ist vor allem in der großen Zone um das 
Portalfeld anzutreffen. Diese Lokalisation des Hh Signalwegs unterstützt die ebenfalls 
periportale Zonierung des Wnt/β-Catenin Inhibitors Sfrp1, da dieser als direktes Targetgen 
der Hedgehog Kaskade gilt (He et al., 2006; Katoh & Katoh, 2006). Die Tabelle 10 listet noch 
einmal die Expressionsdaten der Zielgene beider Signalwege auf und verdeutlicht die inverse 
Zonierung der Expression von Hedgehog und Wnt/β-Catenin Genen.  
 
Tab. 10: Expressionsverteilung von Zielgenen der morphogenen Signalwege im Lobulus. 
Signalwege	   Zielgene	   Periportale	  
Hepatozyten	  (pp)	  
Perizentrale	  
Hepatozyten	  (pc)	  
	  
Hedgehog	  
Sfrp1	   6,86E-­‐3	  ±	  1,21E-­‐4	  **	   2,93E-­‐3	  ±	  3,84E-­‐4	  Ptch1	   8,61E+3	  ±	  1,41E+3	  *	   5,081E+3	  ±	  2,31E+3	  Gli1	   2,65-­‐5±	  6,67E-­‐6	   1,69E-­‐5	  ±	  4,33E-­‐6	  
	  
Wnt/β-­‐Catenin	  
Ihh	   1,31E-­‐4	  ±	  2,01E-­‐5	  	   2,30E-­‐4	  ±	  3,06E-­‐5	  *	  Myc	   3,13E-­‐3	  ±	  6,30E-­‐4	  	   8,43E-­‐3	  ±	  2,03E-­‐4	  *	  Ccnd1	   2,19E-­‐3	  ±	  6,75E-­‐4	   3,23E-­‐3	  ±	  1,16E-­‐4	  
 
Leider war es aufgrund der durchgeführten Zellisolation nicht möglich die Transkriptions-
messung direkt als Gradient durchzuführen. Dennoch wird in diesem Fall von bereits 
bekannten Gradientenverläufen der morphogenen Signalwege ausgegangen (Gurdon et al., 
2001; Ashe et al., 2006; Wartlick et al., 2009). Zusätzlich muss bei allen hier erörterten 
Ergebnissen bedacht werden, dass es sich weder im einen noch im anderen Fall um wirklich 
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reine pp bzw. pc Kulturen handelt, da, aufgrund der verwendeten Digitonin-Perfusion-
Technik, lediglich die Isolation mit einem Zelltyp-angereicherter Populationen möglich sind 
und immer eine Restmenge der entsprechenden anderen Hepatozyten zurück bleibt. Zudem 
besteht die Gefahr, dass es durch das Glykosid Digitonin und die Perfusion zu Schädigungen 
der Hepatozyten kommt und Apoptosereaktionen bzw. anderen unerwünschten Mechanismen 
ausgelöst werden, welche die Signalkaskaden beeinflussen. So gilt es als erwiesen, dass 
defekte Leberzellen Ihh produzieren um die Regeneration anzuregen (Diehl et al., 2011). 
 
6.1.2 Beurteilung der Rolle des Hedgehog Signalwegs im „Crosstalk“ 
 
Der evolutionär konservierte Hh Signalweg ist im Organismus mit verschiedensten Prozessen 
und Kaskaden verknüpft, wie zum Beispiel TGF-β und PI3A/AKT und bildet somit einen Teil 
eines großen Netzwerkes (Yung et al., 2008). Vor allem jedoch die Verbindung mit dem 
kanonischen Wnt Signalweg spielt in vielen regulatorischen Mechanismen eine wichtige 
Rolle. Um diese Interaktionen besser verstehen zu können, sind in dieser Arbeit diverse RNAi 
Experimente und Inkubationen mit verschiedenen Substanzen durchgeführt worden, bei denen 
die Aktivität des Hh Signalwegs eine Beeinflussung erfuhr. Anschließend konnte die 
Auswirkungen auf die Transkription von Wnt/β-Catenin Genen ermitteln werden. In Abb. 36 
sind die experimentell bestimmten Expressionsveränderungen der morphogenen Signalwege 
durch verschiedene Hh siRNA Knockdowns schematisch zusammengefasst.  
 
 
Abb. 36: Schematische Darstellung der Veränderung der Expressionen von Genen des Hedgehog und 
Wnt/β-Catenin Signalwegs nach 48 stündigem siRNA Knockdown des Hedgehog Signalweg. 
 
Ptch1 KD Ptch2 KD Ptch1/2 DKD Smo KD Fused KD Sufu KD Legende:
Ihh down down = down down** up = Änderung unter 10 %
Ptch1 down** up up = down down up Anstieg um 10 % - 50  %
Ptch2 = down** down'' = up up up Anstieg um mehr als 50 %
Smo down up up down* down = down Abnahme um 10 % - 50  %
Stk36 down = up down down** up down Abnahme um mehr als 50 %
Sufu up up up = = down*** * P </= 0,05
Gli1 up up = down up up ** P </= 0,01
Gli2 up up up up up up*** *** P </= 0,001
Gli3 up up up down* down** up Statistk: siRNA	  Versuche	  =	  Wilcoxon
Ptch1 KD Ptch2 KD Ptch1/2 DKD Smo KD Fused KD Sufu KD Gli1 KD Gli2 KD Gli3 KD
Wnt5a up* up = up = down** down* down** down
Wnt9b = up up up up = up up up
Dkk1 = = up up up down* down* down** down*
Dkk3 up up up down up down = = =
Sfrp1 = up up* up = down up up up
Ctnnb1 down* up** up** = down down down down down
Apc up up* up** down* up down down down* down
Gsk3ß up up* up** down* down down** = down down
Axin2 down* = up = down down** up up up
Myc down* up up down = down** down = down
Ccnd1 down up** up* up down down** down down** down
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Die Membranproteine Ptch1 und Ptch2 gelten als Regulatoren für die Entwicklung und 
fungieren durch die Bindung von Hh-Liganden als Initiatoren der Hedgehog Kaskade. Daher 
kann man davon ausgehen, dass der Verlust von Ptch zu einer gesteigerten Hh-Aktivität führt, 
in dem die inhibitorischen Eigenschaften auf Smoothened ausbleiben. Ptch1 gilt zusätzlich als 
ein signalwegseigenes Zielgen, welches über eine Rückkopplungsschleife die Hh-Kaskade 
unterbinden kann (Scott et al., 1997; Karhadkar et al., 2004). Hierfür spielen unter anderem 
die Gli1 Bindestellen im Ptch1 Gen eine entscheidende Rolle (Winklmayr et al., 2010). 
Zellen, die die Funktionalität von Ptch verloren haben, wie z.B. die des Basalzellkarzinoms 
(BCC), zeigen daher eine zunehmende Expression von Gli1 (Dahmane et al., 1997). Dies 
bestätigt sich auch in den Hepatozyten, welche durch den Verlust der Genexpression von 
Ptch1 einen verstärkten Anstieg von Gli1, aber auch von Gli2 und Gli3, zeigen. Beim 
Doppelknockdown hingegen bleibt die Expression von Gli1 konstant, es erhöhen sich jedoch 
die Transkriptionen von Gli2 und Gli3. Diese verstärkte Genregulation der Zink-Finger 
Proteine spricht für eine Aktivierung der Hh Signalkaskade durch die Inhibition von Ptch 
(Ingham et al., 1999, Taipale et al., 2002). Im Jahre 1997 erschien eine Arbeit von Kallassy et 
al., ebenfalls über das BCC, welche von einer gesteigerten Expression von Smo, sowie einer 
verringerten Konzentration der Hh-Liganden in Ptch-aktiven Zellen berichtet (Kallassy et al., 
1997). Diese Aussage trifft für die vorliegenden erhobenen Daten bezüglich des Ptch siRNA 
Knockdowns nicht zu, da es in den Hepatozyten durch die Inhibition von Ptch und nicht durch 
eine Überexpression zu einer leichten Erhöhung von Smo bzw. einer Abnahme von Ihh 
kommt. Zwei Jahre später wurde dann zum ersten Mal das Protein Ptch2 der Signalkaskade 
beschrieben (Zaphiropoulos et al., 1999). Bei der Betrachtung der RNAi Ergebnisse in den 
Hepatozyten fällt auf, dass eben dieses Ptch2 scheinbar einen größeren Effekt auf die Zellen 
hat als Ptch1. Bei fast allen gemessenen Genen führt die Verringerung der Ptch2 Aktivität zu 
einer stärkeren Genregulation als durch die Expressionsminderung von Ptch1. Durch den 
gleichzeitigen Einsatz beider siRNAs, potenziert sich der Einfluss auf die Transkription noch 
einmal. Besonders auffällig dabei ist, dass beim durchgeführten Doppelknockdown die 
Expression von Ptch1 um 80 % erhöht und lediglich die Transkription von Ptch2 signifikant 
verringert ist. Da in der Literatur ein solches Phänomen noch nicht beschrieben wurde, bleibt 
Raum für Spekulationen. So besteht die Möglichkeit, dass Ptch2 hepatozytenspezifisch, aber 
vielleicht auch allgemein, eine stärkere regulatorische Funktion im Hedgehog einnimmt als 
Ptch1. Daher kann der Anstieg von Ptch1 im Doppelknockdown eventuell durch eine 
hintergründige Rückkopplungsschleife erklärt werden. Eine weitere Begründung bezüglich 
dieser auffälligen Wirkung könnte in den unterschiedlichen Funktionen der beiden 
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Membranproteine, wie sie unter anderem in der Epidermis auftreten, liegen (Motoyama et al., 
1998; Smyth et al., 1999). So konnten bereits verschiedene Studien zeigen, dass das 
zwölfspannigen Ptch1 Proteine nicht nur im Hh, sondern auch als Transporter z.B. für 
Cholesterol aktiv ist (Bidet et al., 2011). Unter Umständen wirken anschließend diese 
Prozesse indirekt wieder von außen auf die Hedgehog Kaskade ein.  
William Bosl zeigte anhand des Hh-Wegs, die Möglichkeit die biochemische Dynamik von 
Signalkaskaden mittels der Fuzzy-Modellierung mathematisch zu untermauern und durch 
entsprechende Lernverfahren des Computersystems für andere Gewebe vorhersagen zu 
können (Bosl, 2007). Basierend auf diesem mathematischen Modell sind Berechnungen für 
die vorliegende Arbeit durch das Team der AG Guthke bezüglich verschiedener siRNA-
Verläufe über einen bestimmten Zeitraum und deren Expressionswirkungen angefertigt 
worden. Unter anderem auch für die Ptch1 bzw. Ptch2 RNAi Experimente und deren Folgen 
auf die Genexpression von Smo und den Gli Transkriptionsfaktoren. Dabei ermittelt das 
Apriori-System für den Ptch1 und Ptch2 Knockdown eine ähnliche Netzwerkstruktur 
bezüglich der Genexpressionen für Gli1, Gli3 und Smo, wenn man die gleichen Störgrößen, 
z.B. den Zeitpunkt der Messung, mit einbezieht.  
Wie bereits im Ptch Knockdown, so ist auch im Smo RNAi Experiment eine Abnahme der 
Transkription des Liganden Ihh erkennbar, wobei diese „Down-Regulation“ einer 
signifikanten Erhöhung des Liganden in den Smo Knockout Tieren gegenüber steht (Matz-
Soja, 2013). Diese Reaktion ist womöglich durch den bereits beschrieben Effekt zwischen in 
vivo und in vitro Analysen erklärbar. Aus der Literatur gehen keine Daten bezüglich einer 
Wechselwirkung von Ihh und Smo hervor, so dass man nicht genau sagen kann wie sich diese 
Verbindung in anderen Situationen verhält. Eine Beziehung zwischen der Inhibition von Smo 
und der hier ermittelten leicht verringerten Expression von Ptch1 im Smo Knockdown konnte 
hingegen bereits in verschiedenen Geweben beobachtet werden. So kann man diese geringe 
reprimierte Transkription von Ptch1 auch in Haarfolikeln sehen, welche zuvor mit dem Smo-
hemmenden Alkaloid Cyclopamin behandelt wurden (Yamago et al., 2001; Altaba et al., 
2005). Zusätzlich können diese Ergebnisse durch eine weitere Studie an Krebsstammzellen 
untermauert werden (Lou & Dean, 2007). Im Vergleich zum Ptch siRNA Knockdown, 
welcher die Hh-Kaskade aktiviert, wird die Expression der Gli1 und Gli3 Faktoren im Smo 
RNAi Experiment verringert. Lediglich Gli2 zeigt dabei eine Erhöhung. Dies lässt auf eine 
Abnahme der Signalwegsaktivität schließen. Das G-gekoppelte Protein Smoothened wirkt im 
Hh inhibierend auf den Degradationskomplex ein und ermöglicht dadurch den aktiven Gli-
Proteinen in den Kern zu wandern und die Transkription von Targetgenen, wie Gli1, 
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anzukurbeln. Fällt Smo in der Kaskade aus, zum Beispiel durch einen siRNA-vermittelten 
Knockdown, wird die Signalkaskade unterbrochen. Diese Abnahme der Hh Aktivität kann zu 
einer Verringerung von Gli3 führen, was anschließend eine verminderte Expression von Gli1, 
als direktes Hh-Zielgen, nach sich ziehen kann, da die Bindung des aktivierenden Gli3 an den 
Gli1 Promotor ausbleibt (Dai et al., 1999; Altaba et al., 2006; Stecca et al., 2010). Beim hier 
durchgeführten Smo siRNA Knockdown, aber auch bei den untersuchten Smo Knockout 
Mäusen (Matz-Soja, 2013), kann man diese molekulare Beziehung sehr gut nachvollziehen. 
So nimmt die Expression von Gli3, aber von Gli1 nach der Smo Inhibition signifikant ab.  
Die Gli Faktoren reagieren nicht nur auf Hh-Signale, sondern können überdies noch durch 
weitere Signalwege beeinflusst werden. So rufen auch die MEK/ERK und die RAS/ERK 
Kaskaden Veränderungen in der Transkription der Gli‘s hervor (Fernandez-Zapico, 2003). 
Eine starke wechselseitige Beziehung besteht zudem zwischen Gli Faktoren und dem        
Wnt/β-Catenin Signalweg. Vor allem die Wnt Liganden können hier beeinflusst werden. 
Bereits im Jahr 2001 konnten Gli2 und Gli3 als potente Transkriptionsfaktoren für die 
Liganden Wnt5a, Wnt8 und Wnt11 beschrieben werden (Mullor et al., 2001, Rosenblum et 
al., 2009). Stimuliert man im Gegenzug den kanonischen Wnt Signalweg mit dem Wnt3a 
Liganden wird eine Gli1 Transkription induziert, wobei Gli1 als Aktivator für Wnt4 und 
Wnt7b gilt (Ruppert et al., 2007; Noubissi et al., 2009). Diese Verbindungen können anhand 
der durchgeführten Gli RNAi Experimente bestätigt werden, bei denen eine Abnahme der 
Wnt5a bzw. Zunahme der Wnt9b Expression durch den Gli Knockdown hervorgerufen wird. 
Des Weiteren ist bekannt, dass die Transfektion mit Gli1 im Kolonkarzinom eine verringerte 
β–Catenin Aktivität verursacht, die sich in der Abnahme der Myc Genexpression 
widerspiegelt (Akiyoshi et al., 2006). Einen gegenläufigen Trend zeigen allerdings die 
Hepatozyten auf, bei denen eine Inhibition von Gli1, bzw. auch von Gli2 und Gli3, genauso 
zu einer Verringerung von Myc führt. Der ermittelte Anstieg von Axin2, als Targetgen der 
Kaskade, deutet dagegen daraufhin, dass zumindest Gli3, durch seine Bindung an die 
Carboxyl-Domäne (Briscoe et al., 2007), einen positiven Effekt auf die Signalkaskade hat. 
Die Expression von Sfrp1 wird innerhalb der einzelnen Gli Knockdowns in gleichem Maße 
erhöht. Diese Regulation des Secreted-frizzled-related-protein1 unterscheidet sich von 
Literaturangaben, die besagen, dass Sfrp1 ein direktes Targetgen der Hh Kaskade sei (Katho 
& Katho, 2006; Xie et al., 2006). 
Wie die Gli RNAi Experimente, so gelten auch der Smo siRNA Knockdown und die Smo 
Knockout Mäuse als ein Testsystem für eine verringerte Hh-Aktivität. Vergleicht man die 
Resultate der Wnt/β-Catenin Expression des Gli Knockdowns mit denen des Smo 
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Knockdowns wird sichtbar, dass es Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede in der 
Regulation gibt. Dies trifft unter anderem auf die Transkriptionen von Wnt5a und Dkk1 zu, 
welche bei verringerter Smo Expression ansteigen, wohingegen bei fehlenden Gli-Faktoren 
eine Verringerung dieser Gene initiiert wird. Die Zunahme des Signalwegsinhibitors Dkk1 
findet sich auch in den SLC Mäusen wieder. Gegenteilig zwischen den Smo Knockout Tieren 
und den RNAi Versuchen hingegen ist der Einfluss auf Sfrp1 und die Wnt Liganden. 
Dennoch bedeutet diese Verbindung zwischen Wnt-Ligand und Smoothened, dass es 
möglicherweise eine Beziehung zwischen den morphogenen Signalwegen gibt. Beschrieben 
werden konnte bisher nur, dass ubiquitär Smo-mutierte Tiere keine Regulation von Liganden, 
wie Wnt2 besitzen (Zhang et al., 2001). Ebenfalls eine inverse Regulation gibt es beim Gen 
Ctnnb1. Während im Smo Knockdown Ctnnb1 in seiner Expression konstant bleibt, wird die 
Transkription in den transgenen Mäusen verdoppelt. Dies steht jedoch den Ergebnissen aus 
dem Jahr 2009 gegenüber, bei denen ein reduziertes Smo-Niveau in Kolonkarzinomzellen 
eine Abnahme der Ctnnb1 Aktivität auslöst (Arimura et al., 2009). Zusätzlich konnte die 
Veränderung des Wnt/β-Catenin in der Tumorentwicklung durch Smo-defiziente Mäuse bzw. 
humanes Gewebe belegt werden (Ruiz i Altaba et al., 2009; Varnat et al., 2009). Mögliche 
Ursachen für diese entgegengesetzte Genregulation innerhalb der RNAi Versuche und den 
transgenen Tieren, wurden bereits zu Beginn der Diskussion dargelegt. 
Zieht man, dessen ungeachtet, vergleichend die Resultate der Inkubationen mit dem Smo 
Antagonisten Cyclopamin bzw. dem Smo Agonisten SAG hinzu, wird deutlich, dass ein sehr 
ähnlicher Verlauf der Genregulationen des Wnt/β-Catenin Signalwegs zwischen der 
Inhibition durch das Cyclopamin, und dem Verlust von Smo durch RNAi in den Hepatozyten 
auftritt. Aufgrund identischer Ausgangsbedingungen, wie sie bei den Inkubationen mit SAG 
und Cyclopamin vorherrschten, ist es möglich, gezielt die Regulation des Wnt/β-Catenin 
Signalwegs miteinander zu vergleichen. Aus dem Diagramm in Abschnitt 5.4.2 wird 
ersichtlich, dass es bei allen gemessenen Genen für die intrazellulären Proteine der Kaskade, 
sowie den Targetgenen, zu der zu erwartenden gegensätzlichen Expression kommt. Ähnliche 
Wirkungsweisen auf den Wnt/β-Catenin Signalweg wie das SAG sollten auch die 
Inkubationen mit den rekombinanten Proteinen Ihh und Shh, die eine Stimulation des 
Hedgehogs verursachen, auslösen. Jedoch induzieren diese künstlichen Liganden durch ihre 
Bindung an Ptch1 bzw. Ptch2 im kanonischen Wnt Signalweg eine komplett inverse 
Reaktion, als der Hh Agonist SAG. Der Einfluss auf die Genexpression ähnelt eher der des 
Cyclopamins. Dieser stimulierende Trend der kanonischen Wnt Kaskade in den Hepatozyten 
steht einer bereits bewiesenen antagonistischen Wirkung von Ihh in Kolonkarzinomzellen und 
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Shh in der Dopamin-abhängigen Neurogenese gegenüber (van den Brink et al., 2004; Watt 
2004; Tang et al., 2007). Der hier bestimmte Wirkmechanismus von Ihh und Shh ist eventuell 
auf eine synergistische Beziehung zwischen den Hh-Liganden und dem β-Catenin Signalweg 
in verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien zurückzuführen (Mak et al., 2006). 
Auffällig bei allen untersuchten Genen ist, dass sie bei der Expression durch die rekom-
binanten Proteine, Ihh und Shh, immer die gleiche Tendenz zeigen, wobei jeweils die Gen-
inhibition durch Ihh bzw. die Genaktivierung durch Shh intensiver ausfällt. Indes widerlegen 
diese Daten den Zusammenhang zwischen der Shh abhängigen Hh-Kaskade und der 
Expression von Sfrp1 (Lee et al., 2000; Domanitskaya et al., 2010), die im vorliegenden Fall 
durch die Inkubation mit Shh negativ beeinflusst wird. Jedoch entspricht die in dieser Arbeit 
ermittelte Wnt5a/Wnt9b Abnahme dem Shh/Sfrp1/Wnt Liganden-abhängigen Gradienten in 
der Axialentwicklung der Embryogenese, welcher besagt, dass die Expression von Shh und 
Sfrp1 entgegengesetzt der Genregulation der Wnt Liganden, wie Wnt5a und Wnt7b, verläuft 
(Lyuksyutova et al., 2003; Bourikas et al., 2005; Domanitskaya et al., 2010). Da die hier 
aufgeführten Effekte auf die Genexpression des kanonischen Wnt Signalwegs durch die re-
kombinanten Proteine mit keinen Resultaten der RNAi Experimente vergleichbar sind, bedarf 
es weiterer Analysen um diese Ergebnisse genauer einordnen zu können. 
Neben der Induzierung des Hh Signalwegs durch die Hh-Liganden, ist es möglich mittels 
einer Deletion von Ptch die Kaskade zu aktivieren. Die daraus resultierenden, gemessenen 
Expressionen des Wnt/β-Catenin Weges entsprechen nicht denen der bereits erörterten 
Ligandeninkubationen. Lediglich die Erhöhung der intrazellulären Komponente, wie Apc, 
Axin2 und Ctnnb1, im Ptch2 und Ptch1/2 Doppelknockdown stimmen mit diesen Resultaten 
überein. Die Ergebnisse im Ptch1 Knockdown hingegen deuten eher auf eine ähnliche 
Regulation wie im Smo RNAi Experiment hin. Allerdings finden sich in der Literatur nur 
wenige Hinweise über die Existenz einer Verbindung zwischen den Hh Membranproteinen 
und dem kanonischen Wnt Signalweg. So konnte im Jahr 2000 gezeigt werden, dass der 
Ligand Wnt7b die Expression von Ptch hemmt (Sarkar et al., 2000). Auffällig ist jedoch, dass 
es, wie bereits im Hh, auch beim Wnt/β-Catenin Signalweg zu Differenzen zwischen den 
unterschiedlichen Ptch siRNA Knockdowns kommt. So sind einige Gene im Ptch1 KD z.T. 
signifikant verringert, wohingegen diese im Ptch2 bzw. Ptch Doppelknockdown eine starke 
Erhöhung aufweisen. Dabei fallen die Effekte im Doppelknockdown erneut stärker aus als 
beim Ptch2 Einzelknockdown. Auch hier gilt die Überlegung ob diese Reaktion zellspezifisch 
ist oder in anderen Geweben ein ähnlicher Zusammenhang existieren könnte. 
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6.1.3 Beurteilung der Rolle von Sufu und Stk36 im „Crosstalk“ 
 
Eine der wichtigsten Funktionen von Suppressor of Fused (Sufu) ist seine inhibitorische 
Wirkung im Hedgehog Signalweg. So ist seit Längerem bekannt, dass die Inhibition des Sufu 
Proteins zu einer verstärkten ligandenabhängigen Aktivität durch die Zunahme von 
zytoplasmatischen Gli1 führt (Teglund et al., 2006). Im Jahr 1999 beschrieben zwei 
Forschergruppen die Inhibierung des nuklearen Transports von Gli1 im humanen Organismus 
durch das Einwirken von Sufu, zum einen auf der physikalischen Ebene durch die Bindung 
mit dem Transkriptionsfaktor Gli1, zum anderen durch die Wechselwirkung mit Sufu und 
Gli1 auf der DNA Ebene (Zaphiropoulos et al., 1999; Koggermann et al., 1999). Allerdings 
sind auch Gli2 und Gli3 in der Lage sich mit Sufu zu verbinden, was zu einer                 
Slimb-abhängigen proteosomalen Degradation der Zink-Finger Transkriptionsfaktoren führt 
(Rosenthal et al., 1999). Die im Zuge dieser Arbeit durchgeführten Expressionsstudien an 
primären Hepatozyten mit signifikant verringerter Sufu Aktivität zeigen ebenfalls eine 
Verbindung zwischen dem Inhibitor und dem Transkriptionsfaktor Gli1 auf. Unabhängig von 
der Spezies reagiert der Hh Signalweg in den Primärzellen durch den Sufu Knockdown mit 
einem Anstieg der Gli1 Transkription. Auch Gli3, sowie zusätzlich Gli2 in der Maus, sind in 
ihrer Aktivität positiv beeinflusst. Dies bekräftigt die beobachteten Effekte der Arbeitsgruppe 
um Hui et al. (1999), die bei der Überexpression von Sufu ein verringertes Niveau von Gli1 
und Gli2 beobachteten. Die genauen molekularen Verläufe, welche hinter diesen Reaktionen 
stecken sind noch nicht vollständig aufgeklärt. Es ist jedoch bekannt, dass der Prozess der 
negativen Regulation von Sufu womöglich durch einen SAP18-mSin3 Korepressorkomplex 
unterstützt wird. Dabei lagert sich Sufu mit SAP18 (Sin3-associated polypeptide 18) und 
mSin3 mittels eines Dreifachkomplex an die Gli1 DNA Bindestelle an und repremiert damit 
die Expression (Bishop & Cheng, 2002; Paces-Fessy et al., 2004). Die Peptidsequenz SYGH 
im Gli Protein gilt als mögliches Bindemotiv für Sufu an die Gli Faktoren, wobei die 
Aminosäuren Gly122 und His123 besonders ausschlaggebend für die Interaktionen sind 
(Toftgard et al., 2003). Neuere Studien belegen zusätzlich, dass die Regulation der Gli 
Transkriptionsfaktoren durch Sufu möglicherweise durch einen dualen Bindemechanismus 
stattfinden könnte. Hierbei spielt vor allem das Carboxyl-terminale Ende von Sufu eine 
entscheidende Rolle, welches mit der N-terminalen Aminosequenz von Gli interagiert 
(Merchant et al., 2005).  
Kommt es jedoch zum Verlust von Sufu, z.B. durch ein RNAi Experiment, kann diese 
Rückkopplung nicht stattfinden und die Gli Transkriptionsfaktoren können ohne vorherige 
proteolytische Spaltung ungehindert in den Zellkern wandern und in ihrer aktiven Form die 
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Transkription der Targetgene des Hedgehog Signalwegs anschalten. Dabei ist Gli1 selbst ein 
Zielgen der Kaskade und kann durch die Bindung von Gli3 an seine Promotorregion direkt 
aktiviert werden. (Dai et al., 1999; Altaba et al., 2003; Stecca & Altaba, 2010). Da es 
abhängig vom Gewebetyp und der Zellart unterschiedliche Modifikationen bei den Gli-
Faktoren gibt, ist es schwer zu beurteilen, in wie weit die hier ermittelten Genexpressionen 
der Gli Faktoren durch den Sufu Knockdown in den primären Hepatozyten auf andere Zellen 
übertragbar sind. Wie die Ergebnisse aus Abschnitt 5.6.4 verdeutlichen scheinen bereits 
kleinste Veränderungen in der Zellmorphologie einen Einfluss auf die Interaktion zwischen 
Sufu und den Zink-Finger Proteinen Gli1 und Gli3 zu haben. Vergleicht man die 
Genexpression der Transkriptionsfaktoren in primären humanen Hepatozyten mit den 
Tumorzelllinien Huh7 und HepG2 wird deutlich, dass hier der Genverlust von Sufu keinen 
Effekt in der Transkription von Gli1 und Gli3 in den Huh7 und HepG2 Zellen verursacht, 
wohingegen die Primärzellen mit einer starken Zunahme beider Gene reagieren. 
Die von unseren Kooperationspartnern durchgeführte mathematische Fuzzy-Modellierung der 
erhobenen murinen Daten lässt auf eine weitverzweigte Verknüpfung der Hh-Komponenten 
untereinander schließen. Trotz der verschiedenen Reaktionen der einzelnen Individuen auf 
den Verlust von Sufu kristallisiert sich ein stärkter Einfluss auf die Gli3 Expression, als auf 
Gli1, heraus. Daher gehen die Modelle von einer indirekten Beziehung zwischen Sufu und 
Gli1 aus. Dabei scheinen die Gene Gli3, sowie Smo, welche direkt von Sufu beeinflusst 
werden, die Signalkaskade auf Gli1 zu übertragen. Diese Berechnungen müssen jedoch noch 
durch eine höhere Anzahl von Tieren bestätigt werden. Betrachtet man die Verbindung 
zwischen Sufu und den Gli Transkriptionsfaktoren von der entgegengesetzten Seite, d.h. die 
Reaktion der Sufu Genexpression nach erfolgtem Gli siRNA Knockdown, zeigt sich keine 
Beeinflussung der Transkription des Signalwegsinhibitors. Somit kann man davon ausgehen, 
dass Sufu kein direktes Targetgen der Hh-Kaskade ist. Diese These wird auch durch die 
weiteren RNAi Ergebnisse gestützt. So bleibt der mRNA Spiegel von Sufu fortwährend 
konstant, unabhängig welches Gen des Hh Signalwegs ausgeschaltet wird. Wie dies 
beispielsweise auch beim erfolgten Smo Knockdown der Fall ist, dessen Ergebnisse direkt 
vergleichbar mit den erhobenen Daten der Transkription von Sufu in den Smo Knockout 
Tieren sind (Matz-Soja, 2013). In beiden Fällen bleibt die Genexpression des Inhibitors auf 
einem kontinuierlichen Niveau. Dies stimmt jedoch nicht mit der Veröffentlichung von Chen 
et al. überein, denen es gelungen war in Smo-defizienten Mausfibroblasten einen Anstieg der 
Sufu Aktivität induzieren zu können (Chen et al., 2011).  
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Préat beschrieb 1992 Sufu als einen Inhibitor der Proteinkinase Fused in Drosophila 
melanogaster, welcher sich direkt mit den Fused Allelen verbindet und somit die Seg-
mentation unterdrückt (Préat, 1992). Diese antagonistische, dosisabhängige Wirkung von 
Sufu auf Fused zeigt sich auch in der Bindung von Cubitus interruptus (Ci), dem Gli 
Analogon in Drosophila (Pham et al., 1995; Monnier et al., 1998). Weitere Studien belegen, 
dass Fused und Sufu direkte Verbindungen eingehen, wobei Ci nur direkt über Sufu und nicht 
über Fused interagiert (Monnier et al., 1998). Im vertebraten Organismus dagegen fungieren 
die Proteine des Inhibitionskomplexes als Gegenspieler. So unterdrückt Sufu die Gli1 
Funktion, wohingegen Fused die Kernlokalisation von Gli1 fördert und reguliert (Murone et 
al., 2000; Maloverjan et al., 2007).  
Aus der Literatur ist nur sehr wenig über die allgemeine Regulation von Fused, das durch das 
Gen Stk36 codiert wird, bekannt. So weiß man unter anderem, dass Fused zur Stabilisierung 
seiner Wirkung, d.h. für die Steigerung der Gli Aktivität, das Chaperon Cdc37/Hsp90 benötigt 
(Miki et al., 2006). Die unterschiedlichen Einflüsse von Sufu und Fused werden auch durch 
die hier gewonnenen Daten deutlich. Direkte, vergleichende Analysen zwischen Sufu und 
Stk36 siRNA Knockdown veranschaulichen eine stark gegenläufige Reaktion des Hh 
Signalwegs auf den entsprechenden Genverlust. Vor allem in der Expression von Gli1, Gli3 
und Ihh ist dies zu beobachten. Werden die Transkriptionen dieser Gene bei einem Sufu 
Knockdown signifikant erhöht, fällt ihre Expression durch Stk36 RNAi stark ab. Diese 
Resultate lassen den Schluss zu, dass Sufu im Degradationskomplex des Hedgehog 
Signalwegs im Vergleich zu Fused eine größere Rolle spielt, wenn gleich bekannt ist, dass 
Fused situationsabhängig in den Hh und dessen Gli Regulation eingreift (Maloveryan, et al., 
2007). 
Vergleicht man die Auswirkungen des Sufu Knockdowns auf die Expression verschiedener 
Hh-Gene in primären Hepatozyten von Mensch und Maus, ist ein eindeutiger Trend erkenn-
bar. Unabhängig vom Ausgangsmaterial führt eine Transkriptionsminderung von Sufu zur 
gesteigerten Signalwegsaktivität. Alle in den humanen Primärzellen gemessenen Gene zeigen 
eine Zunahme in ihrer Expression, welche jedoch aufgrund der Ausgangsbedingungen der 
Zellen hohe Schwankungen aufweist. Werden diese ermittelten Daten, denen der standar-
disierten Mauszellen gegenübergestellt, ist es dennoch möglich von einer aktivierenden 
Wirkung des Sufu Knockdowns auf den Hedgehog zu sprechen. Direkte Vergleiche zwischen 
diesen beiden Organismen sind aufgrund der Homologie von Sufu gut möglich, da beide 
Proteine eine Übereinstimmung von 97 % aufweisen. Das 433-484 Aminosäuren große 
humane Sufu Protein, welches auf Chromosom 10 lokalisiert ist, zeigt 2 verschiedene 
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Spleißvarianten auf, während die murine Version von 485 Aminosäuren codiert wird 
(Rosenthal et al., 1999, Hui et al., 1999). Beiden gemein ist die sogenannte PEST Sequenz, 
welche schon in Drosophila zu finden ist (Pham et al., 1995). Diese Signalsequenz aus Prolin 
(P), Glutaminsäure (E), Serin (S) und Threonin (T) dient als Signalpeptid für die 
Proteindegradation, welche in diesem Falle durch eine gezielte Phosphorylierung durch die 
PkA eingeleitet wird. Dabei gleift das Protein das Serin342 bzw. Serin346 an (Rechsteiner & 
Rogers, 1996, Chen et al., 2011). Vermutlich dienen solche Interaktionen als Grundlage für 
die Rekrutierung der Gli3 Prozessierung (Miki et al., 2009). Weitere Studien mittels eines 
Gsk3β RNAi Experiments an murinen C3H10T1/2 Zellen belegen, dass Gsk3β durch die 
Bindung an Sufu die Gli-Sufu Proteininteraktion stört (Takenaka et al., 2006). Setzt man dem 
Versuch einen in Maushepatozyten durchgeführten Sufu Knockdown gegenüber, kommt es zu 
einer signifikanten Verringerung der Kinase, was die Verbindung dieser beiden Gene bzw. 
deren Proteine unterstützt.  
Vor dem Hintergrund, dass in verschiedenen Geweben und Organismen Interaktionen 
zwischen Sufu und dem kanonischen Wnt Signalweg existieren, ist in dieser Arbeit dem 
Suppressor of Fused und dessen Einfluss auf die Wnt/β-Catenin Signalkaskade besondere 
Aufmerksamkeit geschenkt worden. Bereits im Jahre 2001 berichteten Meng et al. von ihren 
Beobachtungen einer Negativregulation von Sufu auf β-Catenin. In Apc mutierten Kolon-
karzinomzellen zeigte sich, bei einer Überexpression von Sufu, eine Reduktion des nuklearen 
β-Catenins und der damit verbundenen Tcf-abhängigen Transkription, die über ein Repoter-
assay ermittelt wurde (Meng et al., 2001). Ein ähnliches Verfahren kam auch in dieser Arbeit 
zum Einsatz, um die Tcf/Lef vermittelnde Transkription zu detektieren. Allerdings deuten die 
hier erhobenen Daten auf eine entgegengesetzte Verbindung zwischen Sufu und dem Wnt/β-
Catenin Signalweg hin. Resultierend aus dem Knockdown von Sufu kommt es in den 
Hepatozyten zu einer starken Minderung der Expression aller gemessenen Wnt/β-Catenin 
verbundenen Gene. Diese Inhibierung der Kaskade wird durch die Ergebnisse der Doppel-
transfektion mit den Reportergenen gestützt. Die daraus abgeleitete Tcf/Lef abhängige 
Gentranskription zeigt über den beobachteten Zeitraum im Sufu siRNA Experiment eine 
signifikante Verringerung, was eindeutig für eine Abnahme der Wnt/β-Catenin Aktivität 
spricht. So kann man in diesem Fall sagen, dass der Verlust von Sufu einen negativen Effekt 
auf die Wnt Kaskade hat. Damit stimmen diese Daten auch nicht mit einer 2004 erschienen 
Arbeit überein, welche ebenfalls einen negativen Einfluss von Sufu auf den kanonischen Wnt 
Signalweg postuliert. Dabei wird diskutiert, dass das in Medulloblastomzellen vorhandene 
Sufu in den Kern wandert, dort das β-Catenin bindet und es aus dem Nukleus ins Zytoplasma 
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hinaus schleust, wodurch die Tcf/Lef abhängige Expression ausbleibt (Taylor et al., 2004). 
Allerdings handelt es sich in beiden Fällen um humanes Tumormaterial aus anderen Organen, 
welche sich morphologisch und histologisch, von den hier genutzten hepatischen Primärzellen 
stark unterscheiden. Daher ist es möglich, dass Sufu in verschiedenen Geweben und 
Prozessen, wie z.B. bei der Kanzerogenese, unterschiedliche Rollen einnehmen kann bzw. 
zelltypspezifisch wirkt. Dies wird durch eine Studie an Xenopus Embryonen untermauert, in 
denen es zu einem sogenannten Biphasen Effekt des Sufu Proteins kommt. In diesem Fall 
wirkt Sufu zum einen reprimierend auf die Wnt8b abhängige Axial-Ausbildung, zum anderen 
hat es einen initiierenden Einfluss auf die Wnt Liganden bezogene Hautentwicklung (Min et 
al., 2011). 
Auf der Basis dieser Erkenntnisse und der hier gezeigten Ergebnisse ist es möglich eine 
Hypothese bezüglich der Position von Sufu in der Interaktion zwischen beiden morphogenen 
Signalwegen in primären Hepatozyten zu formulieren. Diese ist schematisch in der Abbildung 
37 dargelegt. Bisherige, ältere Resultate ließen darauf schließen, dass Sufu als Teil des 
Degradationskomplexes im Hedgehog Signalweg verankert ist, und es zwischen den zwei 
Kaskaden direkt oder indirekt zu Interaktionen kommt. Allerdings deuten die hier erhobenen 
Daten darauf hin, dass Sufu in den Hepatozyten gleichermaßen im Wnt/β-Catenin Signalweg 
aktiv wird und somit eventuell zwischen den beiden Kaskaden anzusiedeln ist bzw. sogar eine 
zentrale Rolle im „Crosstalk“ einnimmt. Diese Sonderstellung von Sufu wird durch die Daten 
des Ptch Knockdowns zusätzlich untermauert. In beiden Fällen kommt es zur Initiation des 
Hh Signalwegs, was anhand der signifikanten Expressionserhöhung der Gli Faktoren bei 
beiden Versuchen belegt wird. Die Transkriptionen aller anderen gemessenen Gene verlaufen 
jedoch im Ptch und Sufu KD in entgegengesetzte Richtungen. Besonders auffällig ist dieser 
Effekt bei den Wnt/β-Catenin Genen, die im RNAi Versuch mit Ptch fast ausschließlich eine 
signifikante Erhöhung erfahren, wohingegen die siRNA gegen den Hh Inhibitor Sufu in allen 
Fällen eine starke Minderung der Expression auslöst. Diese Hypothese muss allerdings mit 
weiteren Experimenten validiert bzw. vielleicht auch neu formuliert werden. 
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Abb. 37: Hypothese über die Rolle von Suppressor of Fused in der Interaktion zwischen dem Hedgehog 
und dem Wnt/β-Catenin Signalweg in Hepatozyten und den kanzerogenen Zellen. 
 
Wie bereits im Abschnitt 6.1.1 bezüglich der periportalen bzw. perizentralen Zonierung der 
morphogenen Signalkaskaden beschrieben, kommt es in den Hepatozyten zu einer gegen-
läufigen Lokalisation von Hedgehog und Wnt/β-Catenin Signalweg. Über einen Sufu siRNA 
Knockdown sollte nun untersucht werden, ob und wenn ja wie diese Heterogenität der 
Kaskaden in den pp bzw. pc Zellen durch die Erhöhung des Hedgehogs beeinflusst werden 
kann. Die daraus resultierenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die perizentralen 
Hepatozyten tendenziell stärker auf diese Veränderung reagieren. So kommt es zu einer 
Zunahme der Genexpression aller gemessenen Gene der kanonischen Wnt Kaskade. Dies gilt 
auch für die periportalen Zellen. Der Hedgehog hingegen verändert sich in beiden Zelltypen 
nur minimal. Dies könnte ein Hinweis darauf sein kann, dass die Zonierung der             
Wnt/β-Catenin Kaskade stärker in den Primärzellen durch den Verlust von Sufu beeinflusst 
werden kann, als der Hedgehog Signalweg. Diese Resultate bekräftigen zusätzlich die 
Hypothese der Sonderstellung von Sufu in der Interaktion zwischen den beiden morphogenen 
Signalwegen. 
Alle bisherigen Ergebnisse beziehen sich auf primäre Hepatozyten. Jedoch, mit dem Ziel die 
Interaktionen zwischen Hh und Wnt/β-Catenin auch im Hepatozellulären Karzinom genauer 
beschreiben zu können, kommen zusätzlich vergleichende Sufu Knockdown Analysen an 
Zelllinien tumorösen Ursprungs zum Einsatz. Im Kolonkarzinom, mit einer erhöhter             
β-Catenin Aktivität, konnte dem Inhibitor Sufu eine tumorsuppressive Wirkung nachgewiesen 
werden (Meng et al., 2001). Mutationen im β-Catenin treten auch bei 20 % aller HCC 
Patienten auf (Ozturk, 1999). Durch die Gabe von Phenobarbital ist es möglich chemisch eine 
solche genetische Veränderung im Ctnnb1 Gen auszulösen und somit die Aktivität des 
Signalwegs künstlich anzukurbeln und eine Tumorbildung zu induzieren (Schwarz et al., 
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2001). Allerdings weisen eben diese hier genutzten Tumore ein konstantes Sufu 
Expressionslevel auf, welches jedoch notwendig scheint, um die signifikant verringerte 
Hedgehog Kaskade durch den Degradationskomplex zu reprimieren. Verringert man die Sufu 
Expression in Wnt/β-Catenin aktiven Zelllinien, wie HepG2 und Huh7, mittels RNAi, wird 
deutlich, dass im Vergleich zu den bereits diskutierten Primärzellen, die Antwort des 
Hedgehog Signalwegs nur sehr gering ausfällt. Lediglich der Ligand Ihh nimmt in seiner 
Expression um ca. 30 % ab, wohingegen die Transkriptionen der restlichen Gene, die in den 
primären Hepatozyten erhöht sind, auf einem konstanten Normalniveau bleiben. Die Gene der 
kanonischen Wnt Kaskade dagegen reagieren auf die Inhibierung des Sufus vor allem in den 
Hepatoblastomzellen HepG2. Aber auch die Huh7 Zellen variieren in ihrer Transkriptions-
leistung. Diese auffälligen Unterschiede zwischen Primärzellen und Tumoren bekräftigen die 
Richtigkeit der hier aufgestellten These, dass Sufu einen direkten Einfluss auf den           
Wnt/β-Catenin Signalweg haben kann (Abb. 37). Allerdings scheint diese Position zusätzlich 
vom Zelltyp, d.h. adulte Primärzellen oder Lebertumor, abhängig zu sein.  
 
6.1.4 Beurteilung der Rolle des Wnt/β-Catenin Signalwegs im „Crosstalk“ 
 
Wie bereits bei den RNAi Experimenten des Hh Signalwegs sind auch im Falle des Apc bzw. 
Ctnnb1 Knockdowns die Genexpressionen beider morphogenen Signalwege untersucht 
worden. Zusätzlich bestand die Möglichkeit vergleichende Analysen an einem transgenen 
Mausmodell, den sogenannten Apcflox Mäusen, mit einzubeziehen. Bei diesen Tieren handelt 
es sich um Mäuse deren Exon 14 des Apc Gens von einer „loxP Site“ flankiert wird und eine 
Neomycin-Kassette besitzen (Ueberham et al., 2014). Diese Mutation greift bereits ohne 
weitere genetische Veränderung (zum Beispiel durch die Deletion des Gens über eine Cre-
Rekombinase) in die morphologischen Prozesse, sowie in den Phänotyp der Maus ein. In 
dieser Arbeit wurden homozygote und heterozygote Tiere mit Kontrollmäusen verglichen.  
Vorab war es nötig, die Reaktion der Genexpression des Wnt/β-Catenin Signalwegs auf die 
Veränderungen in der Apc bzw. Ctnnb1 Expression zu untersuchen. Der Tumorsuppressor 
Apc gilt als direkter Inhibitor von β-Catenin, welches durch die Bindung mit dem 
Degradationskomplex an seiner Translokation in den Kern gehindert wird. Dadurch bleibt die 
Expression der Zielgene aus. Demzufolge sollte es bei dem RNAi Experiment von Apc zu 
einem Anstieg von Zielgenen wie Axin2, Myc und Ccnd1 kommen. Dies trifft jedoch 
lediglich auf Myc und Axin2 zu. Betrachtet man vergleichend dazu die Apcflox Mäuse, wird 
deutlich, dass es Unterschiede im Expressionsbild gibt. So wird Myc gesteigert und Ccnd1 in 
diesen Tieren verringert. Nahezu identisch zu den heterozygot gefloxten Tieren ist die 
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Antwort der Targetgene beim Ctnnb1 siRNA Knockdown. Dies war in diesem Umfang nicht 
zu erwarten, da beim Verlust von β-Catenin eher mit einer Verringerung der Wnt/β-Catenin 
Kaskade zu rechnen ist. Allerdings hatte sich in den verschiedenen Experimenten bereits 
herauskristallisiert, dass Axin2 sehr viel schneller auf einen Einfluss des Signalwegs reagiert 
als andere Gene. Da die Expression von Axin2 im Ctnnb1 RNAi Versuch bereits eine leichte 
Repression erfährt, ist es möglich, dass der gewählte Inkubationszeitraum einfach zu kurz 
gewesen ist, um weitere Effekte an anderen Genen beobachten zu können. Diese verspätete 
Reaktion kann eventuell damit erklärt werden, dass das Protein β-Catenin nicht nur im   
Wnt/β-Catenin Signalweg eine wichtige Rolle einnimmt, sondern zusätzlich auch an der 
Regulation von Zell-Zellverbindungen zwischen α-Catenin und E-Catherin, als ein 
essentielles Bindeglied mit E-Cadherin im Zytoskelet, beteiligt ist (Gumbiner, 2000; Jemora 
et al., 2002). So beeinflusst der Ctnnb1 siRNA Knockdown nicht nur das β-Catenin für den 
kanonischen Wnt Signalweg, sondern es kommt zusätzlich zu einer Verringerung des Proteins 
im Adhäsionskomplex. 
Betrachtet man die gleichgerichteten Expressionen der extrazellulären Signalwegskompo-
nenten zwischen den Apc KD mit den Apcflox Tieren, zeigt sich, dass bereits die loxP Site mit 
der Neomycin-Kassette einen sehr ähnlichen Einfluss auf die Genregulation hat, wie der 
gerichtete RNAi Versuch. Der Ctnnb1 KD hingegen verursacht eher einen gegenläufigen 
Trend. In den Apcflox Tieren wurden zusätzlich die Aktivitäten von Frz4 und Lrp5 gemessen, 
die vor allem in den homozygoten Mäusen signifikant erhöht sind. Da die Familien der 
Frizzled und Lrp Membranproteine über eine positive Rückkopplungsschleife direkte 
Targetgene der Kaskade sind (Cardigan et al., 1998; Wehrli et al., 2000; Baeg et al., 2001; 
Willer et al., 2002), deuten diese Resultate darauf hin, dass der Wnt/β-Catenin Signalweg in 
den transgenen Tieren bereits durch die Neomycin-Kassette aktiviert wird. Ein Anstieg der 
kanonischen Signalwegsaktivität auf der Proteinebene durch den Apc siRNA Knockdown 
konnte mittels des Luciferase-Assays nicht bestätigt werden. Die Tcf/Lef abhängige 
Transkription der Gaussia Luciferase blieb über den gesamten Zeitraum im Vergleich zur 
Nonsense RNA konstant. Im RNAi Versuch um Ctnnb1 hingegen war über die beobachten   
48 h eine gleich bleibend signifikant verringerte Signalwegsaktivität nachweisbar. 
Wie bereits im Abschnitt 6.2.1 erörtert, kommt es zu einer intensiven Einflussnahme der Hh-
Kaskade auf den Wnt/β-Catenin Signalweg. Betrachtet man nun den Einfluss der kanonischen 
Wnt Kaskade auf den Hh, wird deutlich, dass Apc eine große Rolle in dieser Interaktion 
einnimmt. Alle gemessenen Hh-Gene, mit Ausnahme der Transkriptionsfaktoren Gli1 und 
Gli2, sind in ihrer Genexpression durch die veränderte Apc Aktivität erhöht. Eine Studie mit 
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heterozygoten ApcMin+/- Mäuse dagegen zeigte eine erhöhte Gli1 Aktivität, wobei diese durch 
die Expression eines Zusatzproteins in β-Catenin positiven Zellen unterstützt wurde (Noubissi 
et al., 2009). Die hier gemessene erhöhte Gli3 Aktivität in den Apc KD und den transgenen 
Apc Tieren stützt die These von Borday et al., die besagt, dass die Expression von Gli3 mit 
einem erhöhten Wnt/β-Catenin Spiegel einher geht (Borday et al., 2012). Allerdings wird 
davon gesprochen, dass es sich hierbei explizit um die Expression des reprimierenden Gli3 
handelt. Da jedoch in den hier durchgeführten Experimenten, dass Gli1 signifikant verringert 
ist, könnte es sich in diesem Fall möglicherweise ebenfalls um das trunkierte Gli3 handeln, 
welches die Transkription von Gli1 als Targetgen der Kaskade unterbindet. Dies würde auch 
die hoch signifikante Minderung von Sfrp1 erklären, dass auch ein direktes Targetgen des Hh 
ist (He et al., 2006; Katoh & Katoh, 2006). Besonders intensiv induziert wird hingegen die 
Genexpression von Ihh, die bis auf ca. 600 % ansteigt. Diese Erhöhung lässt auf eine 
Korrelation mit dem Wnt/β-Catenin Signalweg schließen, die sich bereits in den Expressions-
messungen der Signalwege bezüglich der Lokalisation im Lobulus andeutete (Abschnitt 6.1). 
Ein ähnlicher Zusammenhang zwischen dem Hh-Liganden und der kanonischen Wnt Kaskade 
konnte in den transgenen Apc Mäusen mittels einer Immunfluoreszenzfärbung bestätigt 
werden (Gebhardt & Matz-Soja, 2014). Dabei wird eine erhöhte Ihh Konzentration in der, 
durch GS-Färbung, nachgewiesenen perizentralen β-Catenin-positiven Zone in homozygot 
gefloxten Apc Tiere deutlich. Diese Resultate lassen den Schluss zu, dass Ihh ein direktes 
Targetgen des Wnt/β-Catenin Signalwegs ist. Zu einem ähnlichen Ergebnis kommen auch 
Arbeiten, die sich mit der Chondrogenese und Gewebsentwicklung befassen. Auch hier wird 
die Expression von Ihh direkt durch die Wnt/β-Catenin Kaskade induziert (Später et al., 2006; 
Mak et al., 2006). Indes zeigt sich, dass in anderen Geweben der kanonische Wnt Signalweg 
eher diesen Liganden hemmt. Im Darmkrebs beweisen in vitro und in vivo Experimente einen 
negativen Einfluss der β-Catenin-abhängigen Signalkaskade auf die Ihh Expression, beispiels-
weise durch eine Apc Mutation (van den Brink et al., 2004). Auch im Epithelium kann man 
diese Beziehung beobachten. So weisen Lef1-mutierte Mäuse eine erhöhte Ihh und Shh, 
Aktivität auf (Niemann et al., 2003). Daher scheint es sich bei dieser Verbindung zwischen 
Wnt/β-Catenin und Ihh als Targetgen um einen zell- bzw. gewebetypischen Effekt zu 
handeln. Der Ligand Shh wird unter anderem durch Experimente mit Apc Knockout Tieren 
ebenfalls einerseits als Target der Wnt/β-Catenin Kaskade, andererseits als antagonistisch 
beeinflusst beschrieben (Alonso & Fuchs, 2003; Roop & Toftgård, 2008; Altaba et al., 2009). 
Allerdings konnten die Ergebnisse der Ctnnb1 RNAi Experimente die Theorie mit Ihh als 
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direktes Targetgen des kanonischen Wnt Signalwegs nicht untermauern. Die Ihh Gen-
expression blieb in diesem Fall auf einem konstanten Niveau.  
 
6.2 Vergleichende Interaktionen morphogener Signalwege in Hepatozyten und im HCC 
 
Zu Beginn dieser Versuchsreihe war es notwendig die Grundexpression der morphogenen 
Signalwege zwischen humanen und murinen Hepatozyten zu vergleichen. Dabei zeigt sich, 
dass vor allem die Gene des Wnt/β-Catenin Signalwegs im Menschen auf einem viel nied-
rigeren Expressionsniveau als in der Maus liegen. Beim Hh hingegen weisen die humanen 
Primärzellen ein 10-30fach höheres Expressionslevel von GLI1 und GLI3 als das murine 
Material auf. Insgesamt ist zu einem direkten Transkriptionsvergleich zwischen unter-
schiedlichen Spezies nicht viel bekannt. Lediglich in Monozyten wurde einmal eine Gegen-
überstellung der Genexpression von zwei Organismen durchgeführt (Molly et al., 2010).  
Vergleicht man die Genexpression der morphogenen Signalwege zwischen primären 
humanen Hepatozyten und den Tumorzelllinien HepG2 und Huh7, fällt auf, dass es zu starken 
Variationen zwischen den jeweiligen Populationen kommt. Zu diesem Transkriptions-
vergleich zwischen Huh7, HepG2 und primären Hepatozyten gibt es bereits einige Veröffent-
lichungen. So wurden 2006 Daten präsentiert, bei denen ebenfalls die Transkription der Hh-
Gene in den Tumorzelllinien im Vergleich zu den Hepatozyten viel geringer ausfällt (Patil et 
al., 2006), genau wie bei den hier gemessenen Ergebnissen. Noch im gleichen Jahr haben 
Wissenschaftler postuliert, dass eine Aktivierung des Hh Signalwegs möglicherweise ein 
wichtiger Faktor für die Ausbildung eines Hepatozellulären Karzinoms ist, da die Huh7 
Zellen im Gegensatz zu den HepG2 Hepatoblastomzellen eine höhere Hh-Aktivität aufwiesen 
(Huang et al., 2006). Wang et al. gingen noch einen Schritt weiter, in dem sie von einer 
autokrinen Hh-Regulation in diesen kanzerogenen Zelllinien sprachen (Wang et al., 2013). 
Dabei fällt die Transkription der Hh-Gene in den Tumorzelllinien viel geringer aus als in den 
humanen Hepatozyten. Lediglich der Ligand IHH zeigt in den Huh7 Zellen eine Zunahme der 
Expression. Betrachtet man hierzu die ermittelten Daten für den Wnt/β-Catenin Signalweg, 
der bei den Zelllinien stärker als in den Hepatozyten aktiviert ist, kann man davon ausgehen, 
dass IHH hier, wie bereits in Abschnitt 6.1.3 erörtert, als direktes Targetgen der kanonischen 
Wnt Kaskade gilt. Diese erhöhte Wnt Aktivität in den Zelllinien wird durch das signifikant 
angestiegene Transkriptionsniveau der Zielgene AXIN2 und MYC zusätzlich belegt. Für den 
Signalwegsinhibitor DKK1 gilt, dass er in einer gesunden Leber nicht expremiert wird. Im 
Hepatoblastom und im HCC weist er jedoch eine bedeutende Konzentration auf und wird als 
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möglicher Faktor für die Metastasierung gesehen wird (Wirths et al., 2003, Qin et al., 2007). 
Dies spiegelt sich ebenfalls in den durchgeführten Messungen wider, bei denen es nicht 
möglich war in den humanen adulten Hepatozyten DKK1 nachzuweisen. Die Zelllinien 
hingegen expremieren ein gewisses Level dieses Gens. Zieht man vergleichend die hier 
erhobenen Daten zwischen murinen und humanen Leberzellen hinzu, ergibt sich eine um ein 
Vielfaches höher liegende Grundexpression von Dkk1 in der Maus als im Menschen. Dadurch 
war es Benhamouche et al. möglich den Wnt Signalweg in der Maus über die Zugabe von 
Dkk1 zu blockieren (Benhamouche et al., 2006). Die Expression von SFRP1 wurde bereits 
2007 in den Zelllinien HepG2 und Huh7 untersucht. Dabei zeigte sich, dass der Inhibitor in 
den HepG2 Zellen im Vergleich zu den Huh7 Zellen keine Expression aufweist (Huang et al., 
2007, Shih et al., 2007). Dies widerspricht jedoch den hier ermittelten Werten bei denen die 
Huh7 Zellen sehr viel weniger SFRP1 als in den HepG2 Zellen expremieren.  
Um zu klären, ob es sich um eine gegenläufige Einflussnahme handelt, oder die Kaskaden 
gleichgerichtet auftreten, wird die Transkription verschiedenster Gene anhand von chemisch 
induzierten murinen HCCs unterschiedlichsten Ursprungs untersucht. So entsteht bei Mäusen 
durch die Gabe des Barbiturates Phenobarbital (Pb) ausgehend von der perizentralen Zone ein 
HCC. Hierbei löst die onkogene Wirkung von Pb eine Mutation im Codon 32, 33, 37 oder 42 
innerhalb des Exon2 des Ctnnb1 Gens aus, wodurch die Phosphorylierung durch Gsk3β unter-
bunden und somit die Signalkaskade aktiviert wird (de La Coste et al., 1998, Aydinlik et al., 
2001, Awuah et al., 2007). Der kanonische Wnt Signalweg kann dadurch signifikant 
gesteigert werden, was man unter anderem an einer erhöhten Produktion von cMyc und der 
Glutaminsynthetase (GS) erkennt (Aydinlik et al., Loeppen et al., 2002). Für die hier 
durchgeführten Analysen werden die Genexpressionen des Hedgehog und des Wnt/β-Catenin 
Signalwegs vergleichend zwischen dem Normalgewebe einer gesunden Leber, Tumor-
gewebe und gesunden Gewebe um den Tumor herum ermittelt. Auch diese Daten zeigen eine 
stark induzierte Expression von Myc und dem Targetgen Axin2 im Tumorgewebe. Da jedoch 
auch das umliegende Gewebe eine verstärkte Produktion von Axin2 aufweist, muss man in 
Erwägung ziehen, dass dieser Effekt womöglich direkt dem Phenobarbital zu zuschreiben ist. 
Denn Untersuchungen in natürlichen HCCs zeigten ebenfalls eine Hochregulation von Axin2 
im Tumorgewebe. Allerdings fand sich im Vergleich dazu im umliegenden Gewebe eine viel 
geringere Konzentration (Lustig et al., 2002). Diesen z.T. allgemein expressionserhöhenden 
Effekt von Pb kann man zusätzlich beim Inhibitor Wif1 beobachten. Denn auch in diesem 
Fall findet sich in beiden behandelten Gewebetypen eine signifikante Steigerung. Somit ließe 
sich auch erklären, dass es im natürlichen HCC zu einer epigenetisch induzierten Abnahme 
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des Wif1 kommt (Deng et al., 2010). Bei den Messungen der Gene des Hh Signalwegs lässt 
sich ein beträchtlicher Abfall der Gli Aktivitäten in den Tumoren beobachten. Alle 3 
Transkriptionsfaktoren sind hoch signifikant in ihrer Expression gehemmt. Lediglich das 
direkte Targetgen der Wnt/β-Catenin Kaskade Ihh wird verstärkt produziert. Schaut man sich 
vergleichend dazu murine HCC Tumore anderen Ursprungs an, bei denen zum Beispiel der 
MAP-Kinase Signalweg durch die Gabe von N-nitrosodiethylamine (DEN) verändert wurde, 
ist ersichtlich, dass auch hier eine Beeinflussung in den Signalkaskaden stattfindet. Bei dem 
entsprechende Tumormaterial von der AG Schwarz handelet es sich um HCC Proben, die eine 
Mutation im B-Raf oder im Ha-Ras Gen erfahren haben (Jaworski et al., 2005; Harada et al., 
2004). Dabei führt die Injektion von DEN in ca. 50 % der Fälle zu einer Mutation von Ha-Ras 
bzw. sonst zu einer Punktmutation im B-Raf (Jaworski et al., 2005). Betrachtet man nun die 
Genveränderungen des Wnt/β-Catenin Signalwegs in diesen Tumoren, zeigen sich abhängig 
von der Lage der Mutation unterschiedlich hervorgerufene Expressionen. Vor allem der 
Signalwegsinhibitor Wif1 verdeutlicht diesen Fakt sehr gut. So führt eine Mutation im       
Ha-Ras zu einer sehr starken Abnahme der Expression, währendessen im B-Raf Tumor keine 
großen Veränderungen entstehen. Im Hh Signalweg werden im Gegenzug fast alle 
gemessenen Gene in ihrer Transkription negativ beeinflusst. Besondere Aufmerksamkeit gilt 
der hoch signifikanten Verringerung der Gli Faktoren. Diese starke Verringerung des 
Hedgehogs in den B-Raf bzw. Ha-Ras Tumoren wurde bisher noch nie beobachtet und sollte 
daher weiterverfolgt werden. Lediglich eine Verbindung zwischen dem Hh Signalweg und der 
Veränderungen im K-RAS Gen konnte, auf Grund einer signifikaten Steigerung der Gli1 
Aktivität, verursacht durch das Onkogen K-RAS, beim humanen Bauchspeicheldrüsenkrebs 
nachgewiesen werden (Ji et al., 2007). Insgesamt kann man sagen, dass es auch in den nicht 
Wnt/β-Catenin mutierten HCCs zu einer Verschiebung der morphogenen Signalwege kommt. 
Daher ist es nicht ausgeschlossen, dass auch andere, in diese Arbeit nicht berücksichtigte, 
Signalkaskaden zu Veränderungen führen können. So sollten bei künftigen Experimenten 
zusätzliche Untersuchungen, wie z.B. Microarray-Analysen, durchgeführt werden, um die 
zusätzliche Beeinflussung anderer Signalwege zu prüfen. 
Für die genauere Analyse der Interaktionen zwischen den beiden Signalkaskaden wurde 
analog der murinen Primärzellen ein SUFU siRNA Knockdown in den humanen Primärzellen 
und den Zelllinien vorgenommen. Bei der Kultivierung der Huh7 und HepG2 Zellen musste 
beachtet werden, dass diese über den Zeitraum des Experimentes zum Teil stark 
proliferierten. Daher war es zum einen notwendig die Konzentration des fötalen Kälberserums 
(FKS) im Medium auf 2,5 % herab zusetzen, zum anderen erwies es sich als vorteilhaft bei 
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jedem Mediumwechsel erneut die siRNA hinzuzugeben, damit die neu gebildeten Zellen 
ebenfalls die Möglichkeit hatten das biologische Material aufzunehmen und ihre 
Expressionen darauf einstellen zu können. Die Resultate des durchgeführten SUFU siRNA 
Knockdowns zeigen, dass es, abhängig vom Zellmaterial, unterschiedliche Reaktionen 
innerhalb der beiden untersuchten Signalkaskaden gibt. So wird der Hh vor allem in den 
primären Hepatozyten positiv beeinflusst. Denn auch in diesem Fall steigt, wie bereits in den 
murinen Leberzellen, die Expression der verschiedenen Gene um ein Vielfaches an. Lediglich 
die starken individuellen Schwankungen innerhalb der Zellpopulationen verhindern 
signifikante Unterschiede. Diese sind anhand des sehr inhomogenen Zellmaterials begründet, 
das von Lebendspendern aus diversen Altersgruppen mit verschiedensten Vorerkrankungen 
stammt. Eine entsprechende Auflistung der hier genutzten Spendermaterialien befindet sich in 
der Tabelle 11 (Anhang). In den Zelllinien hingegen, die die Antwort des Tumormaterials 
widerspiegeln sollen, wird durch die signifikante Reduktion der SUFU Transkription im 
Hedgehog Signalweg keine Reaktion verursacht. Anders sieht es bei der Untersuchung der 
Wnt/β-Catenin Kaskade aus. Diese wird bei allen Zellmaterialien durch den SUFU 
Knockdown zum Teil stark beeinflusst, wobei vor allem die Zelllinien mit einer Verringerung 
des Signalwegs reagieren. Daher kann es möglich sein, dass SUFU im Tumorgewebe eher 
eine Rolle in der Regulation der Wnt/β-Catenin Kaskade als im Hedgehog einnimmt. 
Allerdings ist diese Hypothese nicht anhand von Literaturdaten belegbar, da bisher nur 
wenige Analysen diesbezüglich vorgenommen wurden. Meist erfolgten dann die Experimente 
entweder an embryonalen Geweben bzw. ausschließlich an kanzerogenen Materialien. So 
haben verschiedene Studien belegen können, dass SUFU in diversen Krebsarten, wie dem 
Medulloblastom und dem Kolonkarzinom, die Aktivität des Wnt/β-Catenin Signalwegs 
inhibiert (Meng et al., 2001; Taylor et al., 2004). Ein direkter Vergleich der Interaktionen 
zwischen Hedgehog und Wnt/β-Catenin Signalweg in adulten Hepatozyten und den 
entsprechenden Tumoren sind jedoch noch nicht durchgeführt bzw. veröffentlicht worden. 
Zusammenfassend sind die gewonnenen Ergebnisse bezüglich des SUFU Knockdowns und 
dessen Einfluss auf die humanen Hepatozyten und den getesteten Zelllinien nur ein erster 
Ansatz um die Interaktionen innerhalb der Signalkaskaden zu untersuchen und sollten durch 
weitere Analysen vertieft werden.  
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Abschließend lässt sich feststellen, dass die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit und der 
in diesem Zusammenhang durchgeführten Experimente die Hypothese der Interaktionen 
zwischen den morphogenen Signalkaskaden Hedgehog und Wnt/β-Catenin in adulten 
primären Hepatozyten, aber auch im HCC, bekräftigen. Es konnte ein direkter Zusammen-
hang zwischen der Genregulation des einen Signalwegs auf die Transkription der anderen 
Kaskade gezeigt werden. Dabei scheint der Inhibitor des Hedgehogs Sufu eine zentrale 
Schlüsselrolle einzunehmen. Allerdings war es aufgrund der umfassenden Verknüpfungen 
beider Signalwege nicht möglich die molekularen Prozesse vollständig aufzuklären. Daher ist 
es nötig auch in Zukunft weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet durchzuführen. Jedoch 
wird bei der vergleichenden Betrachtung aller Ergebnisse deutlich, dass die Interaktionen der 
beiden Signalwege in den unterschiedlichen Zellarten, d.h. Hepatozyten und Tumorzellen, in 
ihren Reaktionen Ähnlichkeiten, aber auch erhebliche Unterschiede aufweisen. Dies gilt 
beispielsweise für die Expressionsantwort von Gli3, die im adulten Organ bei verstärktem 
Wnt/β-Catenin Signalweg signifikant erhöht ist und bei den Tumoren eine starke 
Verringerung aufweist.  
 
 
 
Abb. 38: Hypothese über die Intensität der morphogenen Signalwege Hedgehog und Wnt/β-Catenin in 
den unterschiedlichen Zelltypen. 
 
Des Weiteren ist es möglich anhand der in dieser Arbeit ermittelten Daten eine hypothetische 
Grafik bezüglich der Signalwegsintensität für die einzelnen Zellpopulationen aufzustellen 
(Abb. 38). Dabei wird deutlich, dass vor allem die kanzerogenen Zelllinien eine sehr niedrige 
Hh Aktivität haben, sich aber auf dem Niveau der Wnt/β-Catenin Aktivität stark unter-
scheiden. So besitzen die Huh7 Zellen eine viel geringere Grundexpression des kanonischen 
Wnt Signalwegs als die HepG2 Zellen. Zwischen diesen beiden Zelllinien liegen die 
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perizentralen Maushepatozyten, deren Hh-Aktivität Richtung periportal stetig zunimmt, 
wohingegen die Expression der Wnt Gene reduziert wird. Das Ausgangsniveau der primären 
humanen Hepatozyten des Hedgehogs, sowie der Wnt Kaskade beginnt auf der gleichen 
Ebene wie die periportalen Maushepatozyten. Die Hh-Aktivität steigt anschließend jedoch 
noch an, wohingegen die Genexpression des kanonischen Wnt Signalwegs abnimmt.  
Diese Hypothese gilt lediglich für die hier verwendeten Leberzellen. In wie weit sich dieses 
System auf andere Organe übertragen lässt muss noch geklärt werden. 
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7. Ausblick 
 
Die unterschiedlichen Versuche der hier durchgeführten Promotionsarbeit haben zum 
Verständnis über die transkriptionelle Verbindung zwischen den morphogenen Signal-
kaskaden Hedgehog und Wnt/β-Catenin in Primärzellen beigetragen und konnten einen 
Einblick in die Komplexität der ablaufenden Prozesse im Hepatozyten bzw. der Leber geben. 
Auch dienen die Resultate als Nachweis, dass diese Signalwege nicht immer unabhängig und 
einzeln im Organismus agieren, sondern sich gegenseitig beeinflussen können. 
Aufbauend auf den hier gewonnenen Ergebnissen ist es möglich erste Rückschlüsse auf 
verschiedenste Verbindungen der Signalkaskaden untereinander zu ziehen. Da es sich jedoch 
um sehr komplexe Mechanismen handelt und die molekularen Beziehungen zwischen    
Wnt/β-Catenin und Hedgehog Signalweg in den primären Hepatozyten noch nicht vollständig 
geklärt werden konnten, ist es unerlässlich die Erkenntnisse bezüglich der Interaktionen bzw. 
der im hintergrundablaufenden Prozesse auszubauen. Entsprechende Versuche sind bereits 
von unserer Arbeitsgruppe geplant und begonnen worden. Vor allem weitere in vivo Unter-
suchungen sind notwendig, um die Komplexität des Organs Leber zu rekonstruieren. Zu 
diesem Zweck werden bereits weitere transgene Mausmodelle mit verändertem Hedgehog 
Signalweg generiert, unter anderem Gli3 und Ptch1 Knockout Tiere. Analog zu den hier 
untersuchten Smo KO bzw. Apcflox Mäusen sollte auch in den neuen Modellen die Ein-
wirkung auf die gegenläufige Kaskade untersucht werden. Unter dem Gesichtspunkt der 
molekularen Aufklärung, könnte der Einsatz diverser siRNAs in den Hepatozyten der 
transgenen Mäuse zum weiteren Verständnis der Interaktionen beitragen. Auch ist es denkbar 
verschiedene siRNA Knockdowns zu kombinieren um mögliche Komponenten bezüglich 
dieser Reaktionen identifizieren zu können. Hierfür kann auch der Einsatz von Microarray 
Daten, sowie die Erweiterung der Fuzzy Modellierung hilfreich sein. Zusätzlich könnten 
weitere Experimente mit Agonisten und Antagonisten, sowie rekombinante Proteine von 
Wnt-Liganden bzw. extrazellulären Inhibitoren für die kanonische Wnt Kaskade zum 
weiteren Erkenntnisgewinn beitragen. Auch hier sind verschiedenste Kombinations-
möglichkeiten mit siRNAs und Knockout Mäusen denkbar. Insgesamt sind die Möglichkeiten 
sehr vielschichtig und umfangreich. Eine wichtige Frage, die es ebenfalls zu beantworten gilt 
ist die Problematik der geschlechtsspezifischen Expression. Somit wird es künftig 
unerlässlich sein, alle hier aufgestellten Versuche zusätzlich mit weiblichen Individuen 
durchzuführen.  
Wie einführend erwähnt sind in der Leber 11 von aktuell 19 Wnt Liganden gefunden worden 
(Thompson & Monga et al., 2007).Von diesen wurden jedoch in der vorliegenden Arbeit nur 
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zwei Stück, Wnt5a und Wnt9b, näher betrachtet. Da aber bekannt ist, dass die Liganden Wnt7 
und Shh in anderen Geweben mit einander in Wechselwirkung treten können bzw. ähnliches 
für Wnt8 und Gli2 gilt (Sarkar et al., 2000; Mullor et al., 2001), sollte eine Ausweitung des 
gemessen Genpools überdacht werden. Dies gilt ebenfalls für ausstehende Gene der 
Hedgehog Kaskade, wie Dhh, das Hedgehog-interactin Protein (Hhip), Cdo und Brother of 
Cdo (Boc), aber auch für potentielle Targetgene der Signalwege.  
Erwiesen ist, dass in den unterschiedlichsten Geweben und Zellen, eine Interaktion zwischen 
den Signalwegen existiert. Da aber die hier vorliegende Arbeit nicht klären konnte, wie diese 
Prozesse im einzelnen miteinander verknüpft sind, sollten künftige Versuche zusätzlich einen 
Fokus auf mögliche zwischengeschaltete Signalkaskaden bzw. Proteine haben. So ist 
beispielsweise bekannt, dass das in beiden Inhibitonskomplexen vorhandene Gsk3β durch das 
Protein Akt (Protein Kinase A, auch als PkB bekannt) der PI3K Signalkaskade phosphoryliert 
und seinerseits in der Aktivität gehemmt wird (Cross et al., 1995). Eben diese Inhibition von 
Gsk3β kann für beide Signalwege eine indirekte Initiierung bedeuten. 
Durch die molekulare Aufklärung der ablaufenden Prozesse und deren Bedeutung, wie zum 
Beispiel in der Lipogenese und der Kanzerogenese eröffnen sich für die ferne Zukunft viele 
neue Möglichkeiten zur Behandlung von Krankheiten bzw. deren Vorbeugung. Generell ist es 
jedoch hinsichtlich der Konstruktion denkbarer induzierender bzw. inhibierender Medi-
kamente, welche auf einen der beiden Signalwege Einfluss nehmen, notwendig zunächst die 
biochemischen und molekularen Strukturen der Bindungsstellen an den Proteinen aufzu-
klären. Ein Beispiel für die klinische Anwendung einer signalwegsbeeinflussenden Substanz 
ist das Cyclopamin Derivat GDC-0449, welches unter anderem bereits an Medulloblastom-
patienten getestet worden ist (Rudin et al., 2009; von Hoff et al., 2009). 
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Morphogene Signalwege spielen in der embryonalen Entwicklung, sowie in der Zelldifferen-
zierung und Kanzerogenese eine entscheidende Rolle. In diesen Phasen ist die Aktivität der 
Kaskaden besonders hoch, wohingegen sie im adulten Organismus stark herunter reguliert 
sind. Zu den Morphogenen zählen auch die in dieser Arbeit untersuchten evolutionär konser-
vierten Hedgehog (Hh) und Wnt/β-Catenin Signalwege. Beide Kaskaden weisen eine ähnliche 
Abfolge und z.T. sogar gemeinsame Komponenten in ihrem Verlauf auf. Interaktionen 
zwischen den beiden Signalwegen sind bereits für unterschiedliche Organe und Gewebe 
beschrieben worden. So weiß man heute, dass vor allem in der Embryogenese und der 
Entwicklung von verschiedenen Tumoren, wie dem Mammakarzinom, sich die Kaskaden 
gegenseitig in ihrer Aktivität intensiv beeinflussen können.  
In der vorliegenden Arbeit wird vor allem auf die transkriptionelle Verbindung der 
morphogenen Signalwege in adulten Hepatozyten, sowie in der Ausbildung des 
Hepatozellulären Karzinoms (HCC) eingegangen. Zu diesem Zweck werden diverse 
Ausgangsbedingungen der einzelnen Kaskaden verändert, um anschließend die Reaktion des 
jeweils anderen Signalwegs daraufhin zu untersuchen. So kommen siRNAs gegen einzelne 
Gene für die beiden Kaskaden in frisch isolierten murinen und humanen Hepatozyten, aber 
auch transgene Mausmodelle zum Einsatz. Zusätzlich findet murines hepatisches 
Tumormaterial und humane tumoröse Zelllinien in verschiedenen Experimenten seine 
Anwendung. Nach erfolgter Kultivierung bzw. Isolation wird die direkte Einflussnahme auf 
die jeweiligen Signalkaskaden anhand von quantitativen Real-Time PCR Daten auf der 
Genexpressionsebene ermittelt. 
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Die untersuchten Interaktionen zwischen dem kanonischen Wnt Signalweg und dem Hh in 
den primären Maushepatozyten zeigen, dass die beiden Kaskaden in der adulten Leber eng 
miteinander in Verbindung stehen und dabei verschiedenste Reaktionen untereinander 
auslösen. So kommt es bei der Erhöhung des Hh Signalwegs durch die Inhibition von Sufu in 
adulten Maushepatozyten zu einer signifikanten Abnahme der Expression der hier 
gemessenen Wnt/β-Catenin Gene. Steigert man jedoch den Hh durch einen Ptch siRNA KD 
nimmt der kanonische Wnt hingegen zu. Diese Ergebnisse untermauern die bereits mehrfach 
publizierte besondere Rolle des Suppressor of Fused im „Crosstalk“ zwischen diesen beiden 
Signalwegen. Aber auch durch die gezielte Veränderung im kanonischen Wnt Signalweg, 
kommt es zu verschiedenen Wechselwirkungen mit der anderen Signalkaskade. Dies wird vor 
allem anhand von transgenen Mäusen mit erhöhter Wnt Aktivität bestätigt. So nimmt hier, 
durch die genetische Verschiebung des signalwegseigenen Inhibitors Apc, die Expression von 
Hh-Genen signifikant zu. Diese Ergebnisse konnten zusätzlich mit RNAi Daten untermauert 
werden. 
Vergleicht man nun die Intensität beider Kaskaden zwischen murinen und humanen 
Primärzellen werden deutliche Unterschiede erkennbar. So ist vor allem das Grundexpres-
sionsniveau der Gene des kanonischen Wnt Signalwegs in der Maus um ein vielfaches höher 
als im Menschen. Ähnlich verhält es sich auch bei den meisten Genen im Hh, mit Ausnahme 
der Transkriptionsfaktoren Gli1 und Gli3, diese sind im humanen Organismus viel stärker 
ausgeprägt als in der Maus, wodurch man von einer stärkeren Hh-Aktivität ausgehen kann.  
Bei der genaueren Betrachtung zwischen Hepatozyten und Zellen des Hepatozellulären 
Karzinom wird ersichtlich, dass es in den Interaktionen und Reaktionen innerhalb der 
Signalwege bzw. zwischen den einzelnen Zelltypen untereinander zu Gemeinsamkeiten aber 
auch Unterschieden kommt. So führt eine erhöhte Wnt/β-Catenin Aktivität im adulten 
Gewebe zum Anstieg von Ihh und Gli3, wohingegen Gli3 im HCC mit kanonischer Wnt 
Tätigkeit signifikant geringer expremiert wird, jedoch Ihh auch in diesem Fall ansteigt.  
Zusätzlich ermöglichen die Daten die Aufstellung einer Hypothese bezüglich der Trans-
kriptionsaktivitäten der morphogenen Signalwege für die verschiedenen hier untersuchten 
Zellpopulationen, wie human und murine Hepatozyten, sowie den Zelllinien HepG2 und 
Huh7.  
Trotz einer Vielzahl von durchgeführten Versuchen ist es mit dieser Arbeit nicht gelungen 
alle molekularen Verbindungen und Mechanismen in dieser Beziehung aufzudecken, so dass 
noch weitere Versuche nötig sein werden um alle Fragen vollständig beantworten zu können.  
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Abb. 39: Grafische Darstellung der des zeitlichen Verlaufes der vergleichenden Expressionsanalyse 
verschiedener Hedgehog Signalwegs-Gene über einen Zeitraum von 72 h nach erfolgtem siRNA 
Knockdown für die Fuzzy Modellierung. A: Ptch1 siRNA Knockdown; B: Ptch2 siRNA Knockdown; C: Sufu 
siRNA Knockdown. 
 
 
Abb. 40: Grafische Darstellung der vergleichenden Expressionsanalysen verschiedener Housekeeping-
Gene an Lebertumor RNA. A) β-Aktin; B) Ywhaz; C) Hprt1; D) 18s; E) Gus; F) Ppia.  
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Tab. 11: Auflistung der humanen Spender für primären Hepatozyten. 
Ort Geschlecht Alter Diagnose Frischzellen siRNA KD 
Berlin M 42 Kolorektales K. m. Lebermetastasen 
 
X 
Berlin M 74 Magen K. m. Lebermetastasen 
 
X 
Berlin M 71 Caroli-Syndrom X 
 Berlin W 67 Kolorektales K. m. Lebermetastasen X 
 Berlin M 65 Lebermetastasen bei CUP X 
 Berlin W 28 Leberadenom/Leberhämangiom X 
 Berlin M 57 Kolorektales K. m. Lebermetastasen X 
 Berlin M 49 Kolorektales K. m. Lebermetastasen 
 
X 
München W 61-70 CCC 
 
X 
München M 48 Azinuszell K. m. Lebermetastasen 
 
X 
München W 51 Kolorektales K. m. Lebermetastasen 
 
X 
München M 81-90 HCC X 
 München W 21 Bronchial K. m. Lebermetastasen 
 
X 
München M 71-80 Kolorektales K. m. Lebermetastasen 
 
X 
Regensburg M ? Unbekannt X 
 Regensburg W ? Unbekannt X 
 Regensburg M ? Unbekannt X 
 Regensburg M ? Unbekannt X 
 Regensburg M ? Unbekannt X 
 Regensburg M ? Unbekannt X 
 Regensburg W ? Unbekannt X 
 Regensburg M ? Unbekannt X 
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